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RESUMO 
 

A Amazônia Legal brasileira vem sendo impactada com o desenvolvimento 

econômico e o uso do solo não sustentável, em especial, devido à expansão das commodities 

agrícolas sobre as áreas de florestas e grandes projetos de infraestrutura. A região de Tangará 

da Serra/Brasil está localizada no Sul da Amazônia Legal, caracterizando-se pela produção de 

cana-de-açúcar não mecanizada, além de estar na rota de dispersão da pluma dos poluentes 

gerados pela queima de biomassa no arco do desmatamento. O objetivo deste estudo foi 

avaliar o potencial de genotoxicidade e mutagenicidade gerado pela exposição aos poluentes 

atmosféricos liberados a partir da queima de biomassa.  Para tanto, foram realizados ensaios 

cromossômicos por meio da contagem de micronúcleo em sistema vegetal e humano, bem 

como análise de mutação gênica em sistema bacteriano. Os resultados mostraram uma forte 

correlação entre a exposição à poluição atmosférica da região e o aumento na frequência de 

micronúcleos em células de mucosa oral e de linhagem pulmonar humana, como também em 

células vegetais. O estudo também observou uma relação forte e significante entre a 

frequência de micronúcleos e a morbidade hospitalar por doenças respiratórias em criança. 

Em conclusão, o presente estudo mostra que o biomonitoramento através de um ensaio 

sensível e de baixo custo (ensaio de micronúcleo) pode ser uma alternativa para o 

monitoramento da qualidade do ar nas regiões remotas e pobres. 

Palavras-chave: Genotoxicidade. Mutagenicidade. Cana-de-açúcar. Micronúcleo. 

Amazônia. 
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ABSTRACT 

The Brazilian Legal Amazon have been impacted with the economic development is 

not sustainable, particularly given the expansion of agricultural commodities on forest areas. 

The region of Tangará da Serra / Brazil is located in the southern Amazon region, 

characterized by the production of cane sugar as well as non-mechanized be in the path of the 

plume dispersion of pollutants generated by biomass burning in the arc of deforestation. The 

objective of this study was to evaluate the genotoxicity and mutagenicity generated by 

exposure to air pollutants released from burning biomass. The results showed a strong 

relationship between exposure to air pollution in the region and increased frequency of 

micronuclei in oral mucosa cells and Human lung cells, as well as in plant cells. The study 

also noted a strong and significant correlation between the frequency of micronuclei and 

morbidity from respiratory diseases in children. In conclusion, this study shows that 

biomonitoring using a sensitive assay and low cost (micronucleus assay) may be an 

alternative for monitoring air quality in remote and poor regions. 

Keywords: Genotoxicity. Mutagenicity. Sugarcane. Micronucleus. Amazon.  
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RESUMEN 

La Amazonia brasileña Legal ha sido afectada con el desarrollo económico no 

sostenible, en particular, dada la expansión de los productos agrícolas en las zonas forestales. 

La región de Tangará da Serra/Brasil se encuentra en la región Sur de la Amazonía, que se 

caracteriza por la producción de caña de azúcar no mecanizada. La región está en el camino 

de la dispersión de la pluma de contaminantes generados por la combustión de biomasa en el 

arco de la deforestación. El objetivo de este estudio fue evaluar la genotoxicidad y 

mutagenicidad generados por la exposición a contaminantes del aire liberado de la quema de 

biomasa. Los resultados mostraron una fuerte relación entre la exposición y la contaminación 

del aire en la región y el aumento de la frecuencia de micronúcleos en células de la mucosa 

oral y células pulmonares humanas, así como en las células vegetales. El estudio también 

señala una correlación fuerte y significativa entre la frecuencia de micronúcleos y la 

morbilidad por enfermedades respiratorias en los niños. En conclusión, este estudio muestra 

que la vigilancia biológica al usar un ensayo sensible y de bajo costo (ensayo de 

micronúcleos) éste puede ser una alternativa para el monitoreo de la calidad del aire en 

regiones remotas y pobres. 

Palabras Claves: Genotoxicidad. Mutagenicidad. Caña de azúcar. Micronúcleos. Amazonas. 
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A região da Amazônia Legal corresponde a 61% da área do território brasileiro, e 

sofre com o avanço do desenvolvimento econômico desordenado, em especial, pelo 

agronegócio e pela pecuária, o que provoca mudança no padrão do uso do solo, tendo como 

consequência o aumento do desmatamento e o aumento da incidência de focos de queima de 

biomassa 1; 2. A cana-de-açúcar destinada à produção de agrocombustíveis é um exemplo de 

agronegócio que está em plena expansão na região de bioma amazônico, impulsionado pela 

política de incentivo à produção e ao consumo tanto no cenário regional quanto no 

internacional. A queima da palha da cana-de-açúcar na época da safra é um método utilizado 

na produção brasileira para redução de custos e que resulta no aumento das concentrações de 

poluentes na atmosfera 3; 4; 5; 6. Entre os compostos liberados na atmosfera pela queima da 

palha de cana, podem-se destacar o monóxido de carbono, material particulado, e o carbono 

elementar; como poluentes primários, e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e o ozônio, 

como poluentes secundários 7; 8; 9; 10.  

Em termos de agravos à saúde humana gerados pela exposição aos poluentes 

atmosféricos, estudos têm demonstrado que o aumento nos níveis dos poluentes atmosféricos 

está associado ao aumento do número de internações hospitalares por doenças respiratórias 11; 

12; 13; 14, tendo como população mais susceptível as crianças, os idosos e os portadores de 

doenças cardiorrespiratórias prévias, incluindo os asmáticos. A presença de um determinado 

poluente ou de uma mistura complexa pode ter a capacidade, em altas concentrações ou após 

longa exposição, de induzir danos na molécula do DNA não apenas em humanos, como 

também em animais, plantas e bactérias, podendo comprometer a saúde dos ecossistemas 15. 

 
1. INTRODUÇÃO 
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Entre os muitos biomarcadores empregados para avaliação do potencial tóxico dos 

poluentes presentes na atmosfera, a pesquisa de micronúcleo destaca-se por sua simplicidade 

metodológica e alta sensibilidade. O Teste de Micronúcleo em Tradescantia pallida foi 

primeiramente desenvolvido por Ma e colaboradores 16 e caracteriza-se como um dos ensaios 

genotóxicos mais utilizados pela comunidade científica para avaliar regiões impactadas por 

poluentes atmosféricos.  

A quantificação dos micronúcleos também pode ser observada em humanos, por meio 

da realização de ensaios in vivo com células esfoliadas de mucosa oral ou in vitro com 

linhagem humana. Outros ensaios utilizando cepas bacterianas (Salmonella typhimurium ou 

Escherichia coli) na realização do ensaio do AMES ou Mutagênese para frente (direta), além 

de linhagens celulares estabelecidas através do ensaio Cometa também são muito utilizados 

na avaliação do potencial genotóxico advindo da exposição a poluentes atmosféricos 17; 18; 19; 

20; 21; 22.   
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2.1. Amazônia 

A Amazônia está localizada ao Norte da América do Sul, ocupando uma área total de 

mais de 6,5 milhões de quilômetros quadrados, fazendo parte do território de nove países: 

Brasil, Venezuela, Colômbia, Peru, Bolívia, Equador, Suriname, Guiana e Guiana Francesa. O 

bioma amazônico tem 85% da área inserida em território brasileiro, em que ocupa mais de 05 

milhões de quilômetros quadrados, aproximadamente 61% da área do país, recebendo a 

denominação de Amazônia Legal Brasileira 23. Sua população, entretanto, corresponde a 

menos de 10% do total de habitantes do Brasil. Em termos de área, a Amazônia Legal é sete 

vezes maior que a França e corresponde a 32 países da Europa Ocidental.  Em termos 

administrativos brasileiros, a região é composta dos seguintes Estados: Acre, Amapá, 

Amazonas, Pará, Rondônia, Roraima, além de parte dos estados de Mato Grosso, Tocantins e 

Maranhão 24.   

A região vem sendo impactada com o avanço do desenvolvimento econômico, em 

especial, pelo agronegócio e pela pecuária, o que provoca mudança no padrão do uso do solo, 

tendo como consequência o aumento do desmatamento e da incidência de focos de queima de 

biomassa, tanto em áreas de floresta nativa quanto de pastagem 1; 2. Segundo dados coletados 

pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) 25, a região concentra 62% dos focos de 

queimadas que ocorrem no Brasil durante todo o período do ano (Figura 01). Os Estados que 

concentram os índices de focos de queima são o Mato Grosso e o Pará 25. 
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Figura 1 – Distribuição dos focos de calor no período de 2007

focos de calor por Estado brasileiro. 

Distribuição dos focos de calor no período de 2007-2009. A – focos de calor na Amazônia Legal comparado ao restante do Brasil. 

focos de calor por Estado brasileiro. C- focos de calor no Estado do Mato Grosso. Fonte: INPE 

4 

focos de calor na Amazônia Legal comparado ao restante do Brasil. B – 

focos de calor no Estado do Mato Grosso. Fonte: INPE 25
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2.2. Cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar e seus subprodutos vêm apresentando marcante importância em todo 

curso da história da humanidade. Remonta ao século 03 d.C. a utilização do açúcar de cana 

como produto medicinal em algumas regiões do Norte da Índia. Em 1170 d.C., o álcool foi 

preparado medicinalmente em países da Europa e, até o século XVI, era vendido em boticas 

como remédio. O cultivo de cana foi introduzido no Brasil por Martim Affonso de Souza, em 

1532, iniciando na capitania de São Vicente (Estado de São Paulo) e, anos depois, sendo 

introduzido com sucesso na região Nordeste, especialmente nas capitanias de Pernambuco e 

Bahia. A indústria alcooleira foi uma consequência da produção açucareira, uma vez que o 

álcool podia ser obtido a partir da destilação do mel residual, proveniente da fabricação do 

açúcar 26.  

Os primeiros incentivos governamentais para introdução do álcool como fonte de 

energia ocorreu no governo do presidente Getúlio Vargas na década de 30. Em 1975, o 

presidente Ernesto Geisel criou o programa Nacional de Álcool Anidro (Proálcool) que tinha 

como meta a produção e o incentivo a mistura do álcool combustível à gasolina, objetivando 

diminuir a dependência nacional ao combustível fóssil produzido fora do país. Com o 

agravamento da crise do petróleo, em 1979, o presidente João Figueiredo deu início à segunda 

fase do programa que culminou com a produção de veículos movidos exclusivamente a álcool 

26. O final da guerra Irã-Iraque no início da década de 90, e a pressão econômica das 

potenciais produtoras de petróleo fizeram com que o programa Proálcool fosse 

gradativamente sendo deixado de lado. A retomada do incentivo à produção de cana se deu 

como consequência às boas condições de comercialização do açúcar no mercado internacional 

e ao incentivo mundial ao uso de combustíveis menos poluentes ocorridos nos primeiros anos 

do governo de Luiz Inácio Lula da Silva 4. 
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A produção canavieira brasileira ocupa uma posição de liderança no cenário 

internacional, à frente de países como Índia, China e Paquistão. Na safra de 2008, a produção 

brasileira atingiu 558.717.700 toneladas, apresentando, com isso, um crescimento de 14,2% 

em comparação ao colhido na safra de 2007 6; 27. A área plantada brasileira cobre 7,4 milhões 

de hectares, com rendimento de 76,5 t ha-1, sendo a produção distribuída em 357 

usinas/destilarias por todo o país. O incentivo à produção de biocombustível associado à 

crescente demanda e ao preço no mercado internacional proporcionaram condições favoráveis 

para o crescimento da destinação da cana colhida para a produção de álcool combustível. A 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) estima para a safra de 2008 um 

crescimento de 17,8% na produção de álcool total, contabilizando 27.085.982.400 mil litros e 

com um rendimento de 6.280 L ha-1. Do total de cana colhida, 57% (317.823.000 t) serão 

destinada à produção de álcool, representando um aumento de 17,3% em comparação a safra 

de 2007 6; 27. O Estado do Mato Grosso apresenta-se como um dos maiores produtores de cana 

do país, apresentando produção superior a países como Vietnã e Cuba, e caracterizando-se 

como uma produção voltada para a fabricação de etanol. Números da CONAB 6 indicam uma 

produção na safra de 2008 na ordem de 14.277.500 t, sendo 10.136.300 t destinadas à 

produção de álcool e representando 815.646.100 litros produzidos. O município de Tangará 

da Serra, localizado no Sudoeste do Estado do Mato Grosso, encontra-se geograficamente 

inserido numa região que concentra 77,7% de toda cana cultivada no Estado (Figura 02) 6; 27; 

28; 29. 

Os impactos ambientais gerados pela produção e comercialização do álcool 

combustível não são tão positivos quanto aqueles que o governo menciona. O uso abusivo de 

agrotóxicos durante o plantio 30 e a queima da palha da cana para facilitar o corte e melhorar o 

rendimento dos cortadores são práticas usuais em quase todos os 97 países produtores, 

inclusive no Brasil. Alguns Estados produtores (SP, PR, MS, GO e MG) adotaram ajustes de 
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conduta para tratar da eliminação da queimada no processo produtivo da cana-de-açúcar, 

visando à redução gradual da área queimada com base num calendário e tendo como objetivo 

final a eliminação desta prática. O aumento do controle do corte manual tem estimulado a 

mecanização das colheitas, que já chega a 35% na região Centro-Sul 4.    
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Figura 02 - Área plantada de cana-de-açúcar na região de Tangará da Serra/MT no ano de 2009. Fonte: Adaptado de CANASAT 29. 
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2.3. Queima de Biomassa x Poluição Atmosférica x Agravos a Saúde 

A combustão é um processo químico pelo qual a matéria orgânica reage com o 

oxigênio do ar, podendo ser classificada como completa ou incompleta. A combustão 

completa se caracteriza pela oxidação do carbono e hidrogênio a dióxido de carbono e água, 

ocorrendo apenas em condições ideais. A combustão incompleta (mais comum) caracteriza-se 

pela produção de uma mistura complexa de compostos obtidos por meio de processos de 

redução (ex.: hidrocarbonetos e amônia) ou por processos de oxidação incompletos (ex.: 

monóxido de carbono) (Figura 03) 31.  

Os compostos derivados da combustão são encontrados na fumaça, a qual, 

frequentemente, consiste em partículas respiráveis e gases. A fumaça é uma mistura complexa 

com componentes que dependem do tipo de combustão, do conteúdo do material, da 

quantidade de biomassa queimada, dos aditivos existentes no material (ex.: agrotóxicos e 

fertilizantes) e da temperatura da combustão 32.  Entre os vários compostos gerados direta e 

indiretamente pela queima de biomassa, destacam-se os óxidos de carbono, enxofre e 

nitrogênio, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, material particulado e o ozônio como 

importantes compostos tóxicos. Além desses compostos, também são produzidos o metano, a 

amônia, o cloreto de metila, o hidrogênio e o carbono elementar (Black Carbon) 33. 
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Figura 03 – Etapas da combustão do material orgânico num incinerador. Fonte: Adaptado de 

Cormier e colaboradores 34. HC: Hidrocarbonetos. HCCl: Hidrocarbonetos clorados. HCBr: 

Hidrocarbonetos bromados. DDPC: Dibenzo-p-dioxinas policloradas. DFPC: Dibenzo-p-

furanos policlorados. DDPBr: Dibenzo-p-dioxinas polibromadas. DFPBr: Dibenzo-p-furanos 

polibromados. 

 

O material particulado (PM) é uma mistura complexa de substâncias originadas de 

fontes naturais ou antropogênicas. O PM é classificado segundo o diâmetro da partícula 

suspensa no ar em: material particulado total (TPM), com diâmetro menor que 100 µm; 

partículas grossas (PM10), com diâmetro entre 2,5 e 10,0 µm; partículas finas (PM2.5), com 

diâmetro entre 0,1 e 2,5 µm,  e partículas ultrafinas (PM0.1), estas últimas definidas como 

partículas com diâmetros menores que 0,1 µm (Figura 04) 35; 36. Os materiais particulados 

grosso, fino e ultrafino são classificados como inaláveis por terem a capacidade chegar ao 

trato respiratório. As partículas ultrafinas não permanecem longos períodos na atmosfera por 

se aglutinarem em partículas de tamanho maiores 37. Quanto à sua origem, as partículas 

grossas são predominantemente originadas a partir de processos mecânicos ou da 

ressuspensão de partículas presentes no solo superficial da crosta terrestre; as partículas finas 

e ultrafinas, que constituem aproximadamente 90% de todo o material particulado, formam-se 
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predominantemente a partir da queima de biomassa ou através da fragmentação de partículas 

maiores 38; 39; 40.  

 

Figura 04 – Diâmetro do material particulado capaz de chegar ao trato respiratório. Fonte: 

Adaptado de Alves 41. 

O material particulado fino e ultrafino tem a capacidade de passar através das barreiras 

naturais do organismo e, com isso, penetra diretamente no trato respiratório inferior, atuando 

em nível alveolar (Figura 05). Quanto menor o diâmetro, mais fácil será a penetração no 

organismo através da circulação sistêmica 9.  

 

Figura 05 – Deposição do material particulado no trato respiratório humano. Fonte: Adaptado 

de Elder e colaboradores 42. 
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O mecanismo toxicodinâmico pelo qual o PM atuaria no desdobramento das doenças 

respiratórias ainda não foi totalmente elucidado e tem sido alvo de diversos estudos. O 

mecanismo tóxico mais aceito seria a capacidade de desencadear uma resposta inflamatória a 

partir da interação com células de defesa (ex.: macrófagos) (Figura 06) 8. Esse mecanismo 

pré-inflamatório estaria diretamente associado com a liberação de radicais livres (espécies 

reativas de oxigênio – ERO) que teriam a capacidade de estimular a cascata inflamatória, 

como também, desencadear danos na molécula do DNA das células. Como consequência, 

podemos observar um comprometimento da função pulmonar, aumento da susceptibilidade 

alergênica e da incidência de infecções respiratórias 9; 43.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06 – Mecanismo tóxico inflamatório sugerido para o particulado ambiental no epitélio 

pulmonar. Fonte: Adaptado de Gonzáles-Flecha 44. TNFα: Fator de Necrose Tumoral alfa. 

ERO: Espécie reativa de oxigênio. MnSOD: Enzima Mn Superóxido dismutase. 

 

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são importantes agentes tóxicos 

gerados pela queima de biomassa devido à sua comprovada propriedade mutagênica e 
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carcinogênica. Entre os diversos tipos de HPAs, 16 compostos são considerados 

contaminantes pela Agência Norte Americana de Saúde  45. Em estudo realizado por 

Magalhães e colaboradores 3 na região de Araraquara/SP, caracterizada pela intensa produção 

de cana-de-açúcar, foi identificada a presença de HPAs com propriedade genotóxica, entre 

eles: benzo(g,h,i)pirileno, indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(e)pireno, benzo(a)antraceno e o 

pireno. O Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) observou que, durante o período 

das queimadas na região canavieira de Ribeirão Preto/SP, a concentração de ozônio 

mensurado na atmosfera foi o dobro da concentração normal estabelecida pela Organização 

Mundial de Saúde 46. Estudos mostram que tanto o ozônio quanto os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos apresentam a capacidade de gerar danos à molécula DNA através da 

formação de 8-oxo-dG ou adutos (Figura 07) 47; 48; 49. 

 

 

Figura 07 – Toxicodinâmica dos diferentes agentes tóxicos presentes no ambiente. Fonte: 

Adaptado de Iarmarcovai e colaboradores 47. HPA: Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. 

RI: Radiação ionizante. ERO: Espécie reativa de oxigênio. 

 

Em termos de agravos à saúde humana gerados pela exposição aos poluentes oriundos 

da queima de biomassa, sabe-se que crianças, idosos e pessoas com doenças 
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cardiorrespiratórias prévias, incluindo os asmáticos, compõem a população mais suscetível 

aos efeitos da exposição à poluição atmosférica. As doenças respiratórias fazem parte de um 

grupo de consequências mais facilmente evidenciáveis. No entanto, a poluição pode, 

especialmente entre crianças, desencadear doenças cardiovasculares, respiratórias, mentais e 

câncer (Figura 08) 50; 51; 52; 53; 54; 55.  

 

 

Figura 08 – Mecanismo carcinogênico dos poluentes ambientais. Fonte: Adaptado de Kampa 

& Castanas 56. 

Ensaios experimentais têm demonstrado que o acréscimo nos níveis dos poluentes do 

ar está associado ao aumento do número de internações hospitalares por doenças respiratórias 

11; 12; 57. Braga e colaboradores 58, em estudo realizado em Itapira/SP no período de 2003-

2004, analisaram a exposição de crianças menores de treze anos às concentrações de PM10, 

encontrando um aumento de 12% no número de atendimentos por Doenças do Aparelho 

Respiratório (DAR), associado ao aumento de 10µg/m3 diário de PM10. Em estudo realizado 

em Piracicaba/SP no período de 1997-1998, Cançado e colaboradores 59 avaliaram 

internações por DAR em crianças menores de 15 anos e concluíram que o aumento de 10 

µg/m3 de PM2.5 proporcionou um aumento de 21% nas hospitalizações.  
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Existem poucos estudos que relacionam os efeitos sobre a saúde e a exposição à 

poluição do ar em consequência da queima da cana-de-açúcar 14; 60; 61; 62. A poluição do ar 

gerada pela queima da palha da cana no período de pré-colheita resulta em sérios agravos à 

saúde de populações expostas, especialmente crianças e idosos, particularmente nos períodos 

de estiagem associados com a baixa umidade relativa do ar. Um estudo realizado em 

Piracicaba/SP mostrou que a queima da cana contribuiu em 60% da geração de partículas 

finas e promoveu um aumento nas concentrações de PM10 e PM2.5, refletindo em um 

expressivo aumento do número de casos de internações hospitalares associados a problemas 

respiratórios. O número médio de internações hospitalares por agravos respiratórios em 

crianças foi mais do que o dobro das registradas para os idosos no mesmo período 14; 59. 

Estudo realizado por Bruce e colaboradores 43 em países em desenvolvimento evidenciou uma 

relação entre a deposição de partículas de carbono nos pulmões e a exposição do indivíduo à 

queima da biomassa.  

 

2.4. Genotoxicidade Ambiental 

Em ambientes onde as concentrações dos poluentes são elevadas, dependendo da 

toxicidade do poluente, estes podem induzir efeitos genotóxicos não apenas em humanos, mas 

também em animais, plantas e bactérias, podendo comprometer a saúde dos ecossistemas 15. 

Entre os muitos bioindicadores empregados para avaliação do potencial mutagênico da 

atmosfera, destacam-se os ensaios in vitro com bactérias e os testes em cultura celular ou com 

plantas devido à sensibilidade destes organismos à maioria dos agentes tóxicos ambientais.  

 

2.4.1. Ensaios de genotoxicidade in vivo 

O ensaio de micronúcleo em vegetais foi primeiro utilizado por Evans e colaboradores 

63 em experimentos in vitro com raiz de Vicia faba, sendo hoje aplicado em outros modelos 
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vegetais, como Allium cepa e Tradescantia sp. (Commelinaceae), e é amplamente utilizado 

em pesquisas visando ao monitoramento ambiental 64. 

O Teste de micronúcleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN) é considerado por 

muitos pesquisadores uma importante ferramenta, devido à simplicidade da metodologia e à 

sensibilidade desta planta à exposição aos agentes genotóxicos 65; 66. O ensaio Trad-MCN com 

Tradescantia clone 4430 foi validado por Ma e colaboradores 16 através da exposição da 

planta a 140 tipos de substâncias com diferentes propriedades. Os micronúcleos são estruturas 

resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossômicos que se perdem na 

divisão celular e, por isso, não são incluídos no núcleo das células filhas, permanecendo no 

citoplasma das células interfásicas (Figura 09) 67. Refletem, portanto, a ocorrência de danos 

estruturais nos cromossomos ou no fuso mitótico, permitindo detectar a ação de agentes 

clastogênicos e/ou aneugênicos 68. 

 

Figura 09 – Diagrama esquemático da formação dos micronúcleos. Fonte: Adaptado de 

Fenech 69. (a) micronúcleos formados por danos clastogênico e aneugênico. (b) micronúcleo 

formado por dano clastogênico. 

 

Outros ensaios utilizando Tradescantia que podem ser utilizados no biomonitoramento 

ambiental são: o ensaio por mutação do pelo estaminal em Tradescantia (Trad-SHM) e a 
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pesquisa por aborto de pólen (Trad-Pólen). O Trad-SHM baseia-se na mutação pontual 

(mitótica) na qual é suprimida a expressão do caráter azul dominante em flores de plantas 

heterozigóticas, resultando no aparecimento da cor rosa recessiva. Este teste também pode ser 

conhecido como ensaio do filamento do estame da Tradescantia e foi desenvolvido por 

Underbrink e colaboradores 70, e Sparrow e colaboradores 71. Além da detecção de mutação 

somática em radiobiologia, este ensaio também foi utilizado na mutagênese química e 

monitoração da poluição atmosférica 72; 73. 

Os testes envolvendo a T. pallida (Trad-MCN) têm sido mundialmente utilizados 

como um excelente indicador de possível dano ao material genético por substâncias tóxicas 

presente nas mais diversas formas. Dentre as aplicabilidades, consta na literatura científica a 

sua eficácia no monitoramento da poluição ambiental urbana 15; 66; 74; 75; 76; 77; 78; 79; 80, poluentes 

industriais 81; 82; 83; 84, incineração de resíduos urbanos 85, naftaleno 86; 87, radiação 65; 88; 89, 

ozônio 90, tolueno e derivados 91, solo contaminado 92 e agrotóxicos 93. 

Na monitorização dos danos causados aos seres humanos pela exposição aos agentes 

presentes no ambiente, o ensaio de micronúcleo em células esfoliadas de mucosa oral (Oral-

MCN) tem sido amplamente usado devido à sua simplicidade no processo de execução e à 

excelente sensibilidade. O teste tem a capacidade de detectar danos no DNA da célula nos 

mais diferentes estágios de maturação. Dentre os danos detectados, temos: Micronúcleos 

(danos aneugênicos ou clastogênicos), Broto nuclear ou Nuclear bud (falha na amplificação 

gênica), Binucleação (falha na citocinese) e Fragmentação nuclear (falha mitótica) (Figura 10) 

94. A escolha de crianças como público fonte em diversos trabalhos de abordagem genotóxica 

tem se mostrado uma ferramenta importante, pois estas, além de serem mais susceptíveis ao 

desenvolvimento de agravos oriundos da exposição a agentes tóxicos, também sofrem menor 

influência de possíveis fatores de confundimento associados a danos ao DNA, como, por 

exemplo: tabagismo, alcoolismo, exposição ocupacional e estilo de vida 95; 96.  
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Na literatura científica, observamos o emprego do ensaio Oral-MCN nas mais diversas 

áreas. Na área ocupacional, observamos trabalhos analisando a frequência de micronúcleos 

(MN‰) frente à exposição a agrotóxicos 97; 98; 99; 100, a foto-copiadora 101, a agentes 

citostáticos 102, a solventes orgânicos 103, ao diesel 104, a HPAs 105, ao benzeno 106; 107, e ao 

formaldeído 108; 109. Estudos também associaram o uso do telefone celular 110, o consumo do 

tabaco 111; 112; 113, o consumo crônico de álcool 114, hábitos de higiene oral 115, uso de 

antineoplásicos 116, consumo de Folato por mulheres em menopausa 117 ao dano no material 

genético das células esfoliadas de mucosa oral. Na área ambiental, observamos estudos que 

utilizaram o ensaio em células de mucosa oral para avaliar a genotoxicidade da exposição ao 

ozônio 118, às dioxinas 119, ao arsênio 120; 121 e à poluição urbana 122; 123. A literatura científica 

também já demonstrou uma correlação positiva entre a MN‰ e doenças como Diabetes 124, 

Síndrome de Down 125, Amigdalite crônica 126 e câncer 94.   

 

 

Figura 10 – Diagrama esquemático de diferentes tipos de células bucais e os possíveis 

mecanismos para sua origem. Fonte: Adaptado de Holland e colaboradores 94.  
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2.4.2. Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade in vitro 

A avaliação da genotoxicidade por meio da realização de testes in vitro pode ser obtida 

com o uso de plasmídeos. O teste se fundamenta na capacidade que algumas substâncias 

químicas apresentam de quebrar as ligações fosfodiéster do DNA, produzindo alterações na 

conformação plasmidial. O mesmo plasmídeo tratado pode ser submetido a outros testes que 

detectam outros tipos de lesões que não chegam a quebrar a fita de DNA, como o ensaio para 

detecção de sítios abásicos por meio da exonuclease III 127. 

O plasmídeo é uma molécula circular dupla de DNA capaz de se reproduzir 

independentemente do DNA cromossômico bacteriano. O pBCKS (pBluescript II KS) 

apresenta 3.400 pares de base, sendo produzido a partir do pUC19. O plasmídeo apresenta um 

gene de resistência ao clorafenicol, o que permite a seleção do vetor em bactérias e contém o 

gene lacZ, o qual pode ser usado como alvo para mutagênese, uma vez que pode estabelecer α 

complementação em bactérias com genótipo lacZ∆M15 128. 

A eletroforese é uma técnica de separação de moléculas que envolvem a migração de 

partículas em um meio gelatinoso durante a aplicação de uma diferença de potencial. A 

eletroforese em gel de agarose é um método simples e rápido para separação e visualização de 

fragmentos de DNA. Para se avaliar as possíveis lesões geradas na molécula de DNA, 

adotam-se como parâmetros a forma e o tamanho das bandas após corrida. Quando na sua 

forma íntegra, o plasmídeo se apresenta sob a forma supernovelada (forma I), a qual migra 

rapidamente, colocando-se em uma posição mais distal em relação ao ponto de aplicação no 

gel. Ocorrendo quebra em uma das fitas do seu DNA, ele assume a forma circular-relaxada 

(Forma II), proporcionando migração mais lenta e se coloca em posição mais próxima em 

relação ao ponto de aplicação do DNA. Um aumento da forma II, com redução da forma I, 

pode ser interpretado como resultante de quebra na cadeira fosfodiéster após exposição com 

agente genotóxico. Em alguns casos extremos, determinadas substâncias, podem proporcionar 
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duas quebras na ligação fosfodiéster, uma em cada fita de DNA, fazendo com que o 

plasmídeo assuma uma forma linear (forma III). Essa forma linear é favorecida por sua 

conformação e migra mais rápido que a forma II, colocando em uma posição intermediária 

entre as forma I e II no gel de agarose 128.  

A avaliação do potencial mutagênico de um determinado composto ambiental pode ser 

obtida através do uso de espécies bacterianas que apresentam mutações pontuais conhecidas. 

Linhagens bacterianas derivadas da Escherichia coli, denominadas de CC, tem um importante 

papel na detecção da mutagenicidade pelo fato de apresentarem mutações no códon para o 

ácido glutâmico, o que possibilita a detecção de mutagenicidade por meio de dois sistemas: 

mutagênese reversa com o gene lacZ e mutagênese para frente com o gene rpoB 
129. 

A detecção da mutagenicidade através do sistema de mutagênese direta consiste na 

exposição de cepas da linhagem CC a um meio enriquecido com rifampicina, e posterior 

observação do crescimento de colônias mutantes. O ensaio fundamenta-se na capacidade que 

a rifampicina tem de ligar-se à subunidade β da enzima RNA polimerase, inibindo, com isso, 

a transcrição de genes importante para codificação de proteínas indispensáveis para a 

sobrevivência bacteriana. O processo mutacional responsável pelo crescimento de colônias no 

meio com rifampicina é resultado de uma mutação por substituição de bases no gene rpoB, o 

qual é responsável pela codificação da subunidade β da RNA polimerase 130.   

Dentre as várias linhagens de CC104 utilizadas nos laboratórios científicos,  as 

linhagens selvagem (proficiente de reparo) e mutante (deficiente em reparo de DNA) são as 

mais utilizadas nos ensaios de mutagenicidade. A linhagem mutante (CC104mutMmutY) é 

deficiente em duas enzimas (Formamidopirimidina-DNA-glicosilase e a MutY-glicolase) 

envolvidas no sistema de reparo de lesões oxidativas. A dupla deficiência proporciona um 

aumento na frequência de mutação espontânea em virtude da ocorrência de lesões oxidativas 

geradas durante o metabolismo celular. A deficiência de FPG proporciona um aumento na 
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taxa de mutação espontânea (transversões do tipo G→T) devido ao acúmulo de 8-oxo-7-

hidrodesoxiguanosina no DNA 131. Já a deficiência de MutY-glicolase proporciona um 

acúmulo de falhas por emparelhamentos errôneos de bases nitrogenadas e também uma 

deficiência no processo de sinalização de sítios abásicos 132.  

O teste de mutagênese para frente também permite avaliar a citotoxicidade do 

composto em estudo por meio da análise da sobrevivência bacteriana após o tratamento em 

relação ao controle. Nesse caso, as cepas CC104 e CC104mutMmutY são distribuídas em 

meio contendo estreptomicina e tetraciclina/canamicina, respectivamente.  

Embora sejam observados na literatura relatos que mostram a capacidade do PM e do 

ozônio em gerar estresse oxidativo após exposição, não existem trabalhos publicados que 

utilizaram o ensaio de mutagênese direta para detecção de eventos mutacionais desencadeados 

pela exposição a poluentes atmosféricos 48; 49. Trabalhos realizados com diversos 

fitocompostos, como: óleo de coco 133, aroeira (Schinus terebinthifolius) 127; 128, Eugenia 

caryophyllata 134 e a lectina de folhas de Bauhinia monandra (BmoLL) 135, mostram a 

capacidade deste ensaio para detecção de mutagênese associada ao estresse oxidativo.    
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3.1. Geral 

• Avaliar o potencial genotóxico dos poluentes atmosféricos oriundos da queima de 

biomassa na região de Tangará da Serra/MT. 

 

3.2. Específico 

• Determinar a toxicidade do material particulado captado em amostrador ativo através 

da quebra do DNA plasmidial da E. coli; 

• Avaliar o potencial mutagênico do material particulado captado em amostrador ativo 

por meio do ensaio de mutagênese para frente com cepas mutantes de Escherichia 

coli;  

• Avaliar a citotoxicidade do material particulado captado em amostrador ativo através 

do: 

o Ensaio de viabilidade com cepas bacterianas (proficientes e mutantes de E. 

coli); 

o Ensaio de viabilidade em linhagem celular pelo método MTT com MRC5. 

• Avaliar a frequência de micronúcleos em células binucleadas de MRC5. 

• Avaliar a frequência de micronúcleos em plantas de T. pallida (Trad-MCN) após 

exposição crônica (passiva) aos poluentes atmosféricos; 

• Avaliar a frequência de micronúcleos em plantas de T. pallida (Trad-MCN) após 

exposição aguda (ativa) aos poluentes atmosféricos; 

 
3. OBJETIVOS 
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• Correlacionar os dados obtidos nos ensaios Trad-MCN com os dados de material 

particulado, meteorológicos e de internação por doenças respiratórias da população em 

idade escolar da região;  

• Avaliar a genotoxicidade em um grupo populacional humano sensível (crianças) à 

exposição aos poluentes atmosféricos através da contagem de micronúcleos em células 

esfoliadas de mucosa oral (Oral-MCN); 
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4.1. Área de estudo 

O estudo foi realizado em uma microrregião localizada no Sudoeste do Estado do 

Mato Grosso/Brasil e que engloba os municípios de Barra do Bugre, Denise, Nova Olímpia e 

Tangará da Serra (Fig.1/ Artigo 02). A microrregião está inserida numa área de transição entre 

o Bioma Amazônico e o Cerrado, com ciclos de seca e chuva típicos que modificam os níveis 

de poluição atmosférica. Os dados meteorológicos mostram uma temperatura média de 25ºC e 

umidade em torno de 80%, podendo atingir 25% ou menos em períodos de seca extrema 136.  

Todos os municípios sofrem com a influência direta da pluma dos poluentes gerados 

pelo arco do desmatamento da Amazônia brasileira, como também dos poluentes oriundos de 

outros países e da cultura canavieira 5. O Estado do Mato Grosso tem um total de 11 usinas de 

beneficiamento da cana-de-açúcar em pleno funcionamento, estando as duas maiores usinas 

(Barralcool e Itamarati) localizadas na microrregião estudada 29. 

A região apresenta uma população de 152.422 habitantes distribuídos numa área de 

23.728,712 km2 137. A rede de saúde é composta por 259 leitos distribuídos entre hospitais 

particulares e unidades mistas de saúde, em que 111 leitos estão à disposição do Sistema 

Único de Saúde 138. Tangará da Serra é o principal município da região com 79.870 

habitantes, em que 90% residem na área urbana 139. O município de Chapada dos 

Guimarães/MT, com uma população de 17.821 habitantes distribuídos numa área de 

5.983,595 km2, foi adotado como área controle neste estudo por apresentar melhor qualidade 

do ar quando comparado aos outros municípios, mesmo sendo influenciado pelas mesmas 

variáveis meteorológicas (Tab.1/Artigo 02). 

 

 
4. METODOLOGIA 
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4.2. Dados Ambientais 

Os dados de PM10, PM2.5, Black Carbon e Ozônio da atmosfera dos municípios 

integrantes da microrregião de Tangará da Serra foram mensurados pela rede de 

monitoramento da qualidade do ar do Programa LBA/GEPA da USP, por meio do uso do 

Amostrador fino e grosso (AFG), Dataram, Aetalômetro e do Medidor de Ozônio. A 

atmosfera foi amostrada tanto no período seco (maio-outubro) quanto no período chuvoso 

(novembro-abril) no ano de 2008. 

Outra fonte de dados ambientais que foi utilizada neste trabalho foi a disponibilizada 

pelo Sistema de Informações Ambientais Integrados à Saúde Ambiental – SISAM 

(http://sisam.cptec.inpe.br/msaude/). As médias diárias dos poluentes atmosféricos (material 

particulado fino) e das variáveis meteorológicas (precipitação pluviométrica, umidade e 

temperatura) dos municípios de Barra do Bugres, Chapada dos Guimarães, Denise, Nova 

Olímpia e Tangará da Serra foram obtidas através do modelo atmosféricos CATT-BRAMS 

(Coupled Aerosol and Tracer Transport model to the Brazilian Regional Atmospheric 

Modeling System), nos períodos seco e chuvoso, nos anos de 2008 e 2009 140. O modelo 

CATT-BRAMS é um modelo 3D Euleriano que permite o prognóstico da concentração de 

determinados poluentes atmosféricos de forma simultânea e consistente no estado atmosférico 

simulado pelo modelo BRAMS (baseado no modelo RAMS). Uma descrição mais detalhada 

desse modelo foi apresentada por Freitas e colaboradores 10; 141; 142. 

 

4.3. Dados de Saúde 

Os dados referentes às taxas de internação hospitalar por doenças respiratórias 

(Capítulo X/CID-10) ocorridas na região de estudo e na área controle, nos períodos seco e 

chuvoso dos anos de 2008 e 2009, foram obtidos de bancos de dados disponibilizados pelo 

Ministério da Saúde através das Autorizações de Internação Hospitalar (AIH) do 
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Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (http://www.datasus.gov.br). Foi 

calculada a taxa de internação padronizada (Internações hospitalares/1000 habitantes) em 

crianças (idade < 5 anos), utilizando-se dados populacionais disponibilizados pelo Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística 137. As crianças foram selecionadas para este estudo por 

se tratarem de um grupo extremamente susceptível ao desenvolvimento de agravos oriundos 

da exposição aos poluentes atmosféricos, como também por sofrerem menor influência de 

possíveis fatores de confundimento (ex.: consumo de álcool e/ou cigarro) 95; 96. 

 

4.4. Coleta, gravimetria e extração do PM10 amostrado em filtros Teflon 

 O material particulado grosso foi coletado em filtros Teflon (diâmetro de 47 mm) de 

forma contínua por 48 horas durante os períodos seco (agosto-outubro) e chuvoso (novembro-

dezembro) do ano de 2008 no município de Tangará da Serra/MT. Depois de amostrados, os 

filtros Teflon foram embalados em papel alumínio, climatizados e transportados para o 

Instituto de Física da Universidade de São Paulo em que foram realizadas as análises 

gravimétricas.  

Com o propósito de realizar as análises genotóxicas, os filtros foram transportados 

para o Laboratório de Mutagênese Ambiental da UFRN em que foi realizada uma extração 

pelo método de ultrassom usando diclorometano (DCM) na proporção de 1:1 entre o solvente 

(ml) e o PM10 (mg). O volume do extrato foi reduzido em Rotavapor e seco com nitrogênio 

puro. A concentração de material orgânico extraído foi determinada e a amostra foi 

armazenada a -20 °C em 5 ml de DCM. Para os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade in 

vitro, as amostras foram homogeneizadas em DMSO para obter concentrações de 0,1; 0,5 e 

1,0 mg.L-1 de PM10 orgânico. O protocolo de amostragem e pesagem dos filtros Teflon, como 

também a extração orgânica do PM10, foi descrito com mais detalhes por Alves 41 na sua 

dissertação de mestrado. 
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4.5. Teste de genotoxicidade in vitro com DNA plasmidial 

 Os ensaios in vitro com DNA plasmidial bacteriano seguiram o protocolo de 

tratamento e leitura descrito por Rolim e colaboradores 143 e Sisenando e colaboradores 135. 

Todos os testes foram repetidos três vezes. 

  

 4.5.1. Pesquisa de quebra no DNA plasmidial 

Um µg de pBCKS foi tratado por 1 h a 37º C com três concentrações do extrato 

orgânico de PM10. O ensaio incluiu um controle negativo (plasmídeo tratado com extrato 

orgânico obtido dos filtros brancos) e um controle positivo (plasmídeo tratado com a enzima 

Bam HI). As quebras no DNA plasmidial foram avaliadas através da presença das formas 

linear e circular, uma vez que a quebra na cadeia fosfodiéster promove o relaxamento da 

tensão da forma supernovelada.  

 

4.6. Ensaio de Mutagênese para frente e citotoxicidade com cepa selvagem e mutante de 

Escherichia coli. 

As culturas Escherichia coli do tipo selvagem (CC104) e mutante (CC104mutMmutY) 

foram diluídas em meio Lysogeny Broth (LB) juntamente com as concentrações dos extratos 

orgânicos de material particulado para 103 células/mL e incubadas por 20-24 horas com 

agitação constante (200 rpm) a 37 °C. Após a incubação, o conteúdo dos tubos foi dividido 

em duas séries, o primeiro foi usado na análise mutagênica e o segundo na análise de 

citotoxicidade. Para a análise de citotoxicidade, uma nova diluição para 103 células/mL foi 

realizada com meio LB, e 100 µL desta diluição foi novamente semeada em Agar LB 

suplementado com estreptomicina (50 µg/µL) para CC104; e tetraciclina (50 µg/ µL) e mais 

canamicina (50 µg/µL) para CC104mutMmutY. As placas foram incubadas por 18-20 horas a 
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37 °C e as colônias contadas. A sobrevivência foi calculada a partir da razão entre o número 

de colônias após o tratamento e número de colônias no controle negativo. Para a análise de 

mutagenicidade, alíquotas de 100 µL de culturas tratadas (sem diluição) foram semeadas em 

Agar LB suplementado com rifampicina (100 µg/µL) e incubadas por 18-20 horas a 37 ºC. O 

controle positivo utilizado no experimento foi a luz ultravioleta (30 W Lâmpada germicida 

UV a partir do material irradiado para 0 e 60 segundos) e o extrato orgânico obtido dos filtros 

brancos serviu como controle negativo. As colônias foram contadas e a taxa de mutação 

estabelecida como a razão entre o número de colônias em meio com e sem rifampicina. Este 

ensaio foi realizado em triplicata, e seguiu o protocolo descrito por Sisenando e colaboradores 

135. 

 

4.7. Ensaio de viabilidade celular com linhagem de pulmão humano (MTT Assay). 

As células MRC-5 (5 x 104
 

células/mL) foram cultivadas em microplacas de 96 poços 

contendo 200 µL de DMEM/poço por 24 horas a 37 ºC. Após este período de crescimento 

celular, as células foram tratadas com as concentrações do extrato orgânico obtido dos filtros 

de Teflon expostos à poluição atmosférica, com sete réplicas por concentração. Para o grupo 

controle, foi utilizado o extrato orgânico obtido a partir dos filtros brancos. As células foram 

mantidas em incubação por 24, 48 e 72 horas, e, após este período, as células foram lavadas 

com 100 µL de PBS. Uma solução de MTT (250 mg L-1) foi adicionada em todas as 

concentrações e, novamente, as células foram incubadas a 37ºC por 4 horas, tempo necessário 

para a redução do MTT. As placas foram agitadas por 10 minutos e a absorbância 

correspondente a cada amostra foi medida no leitor de placas (Elisa Microplate Autoreader) a 

550 nm. A absorbância considerada foi proporcional ao número de células viáveis. Este 

ensaio foi realizado repetido duas vezes e seguiu o protocolo descrito por Zhao e 

colaboradores 22. 



 

29 
 

 

4.8. Ensaio de Micronúcleo in vitro em linhagem de pulmão humano (CBMN Assay). 

O Ensaio foi iniciado a partir da semeadura de 1,5 × 105 células em placas de cultura 

com seis poços, após 24 horas de incubação, as células foram tratadas com diferentes 

concentrações do extrato orgânico de PM10. A Citocalasina B (Sigma) foi adicionada 24 horas 

mais tarde em uma concentração final de 6 µg/mL. Para os controles negativos, as células 

foram tratadas com DMEM e com DMSO. Nos controles positivos, as células foram tratadas 

com 10 ng/mL de uma mistura de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. Após 48 horas de 

exposição, as células foram colhidas, fixadas com solução fixadora (metanol-ácido acético 

3:1), e, posteriormente, coradas com Giemsa 10% (solução estoque diluído 1:10 em PBS) por 

7 minutos, lavadas em água destilada e secas a temperatura ambiente. Para cada tratamento, a 

presença de micronúcleos foi avaliada em 3.000 células contadas através de microscópio 

óptico em aumento de 400 x. O índice de divisão nuclear (IDN) foi calculado para cada ponto 

experimental de acordo com Eastmond e Tucker 144. 

As células foram marcadas para determinar a frequência de 1, 2, 3 ou 4 núcleos, e o 

IDN foi calculada pela fórmula: 

 

 

Onde: 

• M1, M2, M3 e M4 representam o número de células que apresentam de 1 a 4 núcleos; 

• N foi o número total de células contabilizadas; 

• O IDN é um parâmetro útil para comparar os efeitos dos agentes citostáticos 

examinados no ensaio CBMN. 

 

 

 
IDN = (M1 + 2 M2 + 3 M3 + 4 M4) 

         N 
 



 

30 
 

4.9. Ensaio de Micronúcleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN Assay). 

Neste estudo, foram realizados 02 (dois) tipos de avaliação: Ativa e Passiva. Na 

avaliação ativa, as T. pallida foram cultivadas em vasos (50 cm x 17 cm x 17 cm) com solo 

orgânico e regado diariamente. Após o período de recuperação os vasos, foram dispostos em 

06 (seis) pontos amostrais (Figura 01/Artigo 02), regados diariamente. A avaliação passiva foi 

realizada em 06 (seis) pontos, usando plantas da mesma espécie e que cresciam nos jardins 

públicos das cidades avaliadas neste trabalho (Figura 01/Artigo 02). A escolha dos pontos no 

ensaio passivo teve como critérios de inclusão a proximidade com os pontos adotados para o 

monitoramento ativo e a existência de plantas cultivadas há mais de 01 (um) ano. A coleta das 

inflorescências foi realizada ao mesmo tempo nos 02 (dois) tipos de avaliação, ocorrendo em 

02 (dois) períodos distintos, período seco (maio/2008 a outubro/2008) e período chuvoso 

(novembro/2008 a abril/2009). 

As inflorescências foram fixadas em solução de etanol-ácido acético (3:1) por 24 horas 

e transferidas para uma solução de etanol 70% para estocagem 145. Os botões florais contendo 

tétrades em estágios iniciais foram dissecados, montados em lâminas e corados em carmim-

acético 2% de acordo com o protocolo estabelecido por Ma e colaboradores 145. A análise 

consistiu na contagem de 300 células em estágio de tétrades por lâmina, somando um total de 

3.000 células por ponto, em que foi determinada a frequência média de micronúcleos (MN%) 

de acordo com os critérios adotados por Fenech 146.  

 

4.10. Ensaio de Micronúcleo em células esfoliadas de mucosa oral (Oral-MCN Assay). 

O teste foi desenvolvido de acordo com o protocolo estabelecido por Stich e 

colaboradores 147. As amostras de mucosa oral foram coletadas em 574 crianças com idade 

entre 6-16 anos (446 diretamente expostas à queima de biomassa e 128 crianças moradoras da 
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área controle) durante a estação das queimadas (período seco), que ocorre entre os meses de 

maio a outubro.  

As amostras foram obtidas esfregando levemente a mucosa oral dos participantes com 

uma escova do tipo Cytobrush. As células foram coletadas em frascos contendo 5 mL da 

solução tampão BC (0,1 M EDTA, Tris-HCl 0,01 e 0,02 mM de NaCl, pH 7), transportadas 

para o laboratório e armazenadas sob refrigeração até o momento do processamento. As 

amostras foram centrifugadas por 02 vezes a 1500 rpm por 10 minutos, descartando o 

sobrenadante e ressuspendendo o precipitado com 5 ml de Tampão BC. Cada participante 

gerou 2 (duas) lâminas que foram secas à temperatura ambiente por 48 horas e, 

posteriormente, fixadas em metanol gelado 80%. Após fixação, as lâminas foram coradas 

através da técnica de coloração desenvolvida por Feulgen & Ressenberck 148 e analisadas 

conforme critérios estabelecidos por Tolbert e colaboradores 149. Um total de 1.000 células foi 

examinado por lâmina em microscopia óptica no aumento 100 x, contabilizando 2.000 células 

analisadas por participante. Todo o material utilizado na coleta das amostras foi individual e 

descartável. 

 

4.11. Análise Estatística 

  Os dados foram analisados por meio da análise de variância com a subsequente 

realização de um pós-teste de comparação entre os valores médios obtidos pelos grupos testes 

e controle, de forma paramétrica ou não paramétrica, com nível de significância de 5% (p < 

0,05). Os dados de frequência de micronúcleo, ambientais e saúde também foram 

correlacionados através do método de Spearman usando o programa estatístico SPSS® versão 

16. Os dados foram tabulados no programa Excel 2007® e estatisticamente analisados através 

dos programas InStat® e SPSS®.     
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4. 12. Outras Informações 

Todo o material coletado foi analisado utilizando a infra-estrutura do Laboratório de 

Genética e Microbiologia da UNEMAT, Laboratório de Ecotoxicologia do 

CESTEH/FIOCRUZ e Laboratório de Mutagênese Ambiental da UFRN. 

Todos os participantes foram informados e esclarecidos a cerca da pesquisa e 

assinaram um termo de consentimento que foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa – 

CEP da Escola Nacional de Saúde Pública/FIOCRUZ – sob o número do CAAE 

0054.0.031.000-08 (Parecer n° 38/2008).  
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• O presente trabalho foi marcado pelo pioneirismo científico no tocante à avaliação do 

potencial genotóxico gerado pela queima de biomassa na Amazônia Legal brasileira.  

• O estudo evidenciou que a maior concentração de material particulado na região foi 

observada durante o período seco, que ocorre entre os meses de maio-outubro e 

coincide com período de colheita da cana-de-açúcar.  

• O estudo observou uma correlação positiva entre a exposição ao material particulado e 

o aumento na frequência de micronúcleos tanto células de T. pallida quanto de 

crianças em idade escolar.  

• No estudo da toxicidade do material particulado amostrado durante o período seco na 

região, ficou evidenciada a capacidade deste particulado em gerar micronúcleos numa 

linhagem de Fibroblastos de pulmão humano.  

• Os resultados dos testes com E. coli mostraram um provável mecanismo de ação do 

particulado associado à formação de estresse oxidativo.  

• No estudo com bioindicadores, os resultados demonstraram uma correlação 

significante entre o aumento do dano genotóxico em células de Tradescantia e a taxa 

de hospitalização por doenças respiratórias em crianças da região.  

o Este fato sugere o uso do biomonitoramento in situ utilizando organismo 

sensível (Tradescantia pallida purpurea) como uma importante ferramenta 

para o monitoramento da qualidade do ar em regiões carentes de infraestrutura 

e remotas.  
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7.2. Resumos publicados em anais de Congressos/Simpósios: 

Congresso Brasileiro de Toxicologia 2011 (Ribeirão Preto/Brasil): 

• Freqüência de micronúcleos em crianças expostas a poluição gerada pela queima de 

biomassa na Amazônia Legal Brasileira. 

•  Avaliação do potencial mutagênico gerado pela queima de cana-de-açúcar na 

Amazônia Brasileira através do ensaio de micronúcleos em Tradescantia pallida. 

Congresso Brasileiro de Toxicologia 2009 (Belo Horizonte/Brasil): 

• Avaliação do potencial de genotoxicidade do material particulado emitido pela queima 

de biomassa na Amazônia brasileira. 

Congresso Brasileiro de Mutagênese, Teratogênese e Carcinogênese Ambiental 2009 

(Ouro Preto/Brasil): 

• Avaliação da toxicidade genética associada ao material particulado emitido pela 

queima de biomassa em Tangará da Serra-MT. 

• Evaluation of mutagenic potential of particulate matter (PM) derived from biomass 

burning by Salmonella microsuspension mutagenicity assay. 

• Mutagenicidade do material particulado oriundo da queima de biomassa na Amazônia 

legal através do ensaio de mutagênese direta. 

• Tradescantia pallida como indicador sentinela de danos genotóxicos produzidos pela 

queima de biomassa na Amazônia legal. 

 10th International Conference on Environmental Mutagens 2009 (Florença/Itália): 

• Nuclear impact generated by elements derived from biomass burning in two Brazilian 

regions. 
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8.1. Parceria com a Universidade do Estado do Mato Grosso – UNEMAT para difusão 

do uso da T. pallida como indicador de dano ambiental na Amazônia: 

 

8.1.1 Artigo Publicado: 

 

• Teste de micronúcleo com Tradescantia pallida e de viabilidade polínica aplicado ao 

biomonitoramento da qualidade do ar no município de Tangará da Serra-MT. Revista 

Uniciência, 2011. 
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8.2. Prancha de imagens citogenéticas 
 
 
Células em estágio de tétrade de Tradescantia pallida: 
 
Sem micronúcleo 

 

 

Com micronúcleo 

 

 
 
Células esfoliadas de mucosa oral de criança humana: 
 
Sem micronúcleo 

 

 

Com micronúcleo 

 

 
 

 
Células binucleadas de fibroblastos de pulmão fetal humano: 
 
Sem micronúcleo 

 

Com micronúcleo 
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