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RESUMO

A Radioatividade esta presente no planeta desde a sua formacéo, principalmente pelos
radiois6topos que constituem a crosta terrestre, os chamados Naturally Occurring Radioactive
Material (NORM), cujo radionuclideo de maior relevancia é o0 Rn222 seguido de seus progénie.
Este trabalho avaliou 0 uso de um vegetal, a Tradescantia Pallida, como um indicador bioldgico
para a presenca de Rn222 através da frequéncia de micronucleo por tétrade na espécie (TRAD-
MNC). O bioensaio foi validado a partir da exposi¢do da planta a fonte de Co60 a doses de 5Gy
e 10Gy. A exposicdo controlada foi realizada em uma camara de Rn222 por 2, 4 e 6 dias com
uma concentragdo média de 1790 + 219 Bg.m-3, 2000 + 221 Bg.m-3 e 2100 + 241Bq.m-3,
respectivamente. A relacdo de expressdo de micronucleo por tétrade, expressa quando ocorre
lesséo a nivel de DNA, em cada analise foi: 0,02 £ 0,01; 0,09 + 0,01 e 0,12 £ 0,05, nesta ordem,
indicando assim sensibilidade minima a exposi¢do do Rn222 pelo biondicador vegetal. No
simulador de ambiente natural a Tradescantia foi exposta de forma continua a niveis de
concetracdes de radiacdo natural por 30, 60 e 90 dias a uma dose média em torno de 24,48 +
2,85 Bg.m-3, sendo comprovada a sensibilidade da planta apds o periodo de 90 dias com uma
relagdo de 0,097 + 0,025 micronucleos por tétrade. O bioensaio demonstrou a sensibilidade
minima da espécie ao ?22Rn tanto em condicBes controladas quanto a radiacdo ambiental de
NORM.

Palavras-chave: NORM; Rn222; Tradescantia Pallida; biomonitoramento; TRAD-MNC.



ABSTRACT

Radioactivity has been present on Earth since its formation, mainly through
radioisotopes that constitute the Earth's crust, the so-called Naturally Occurring Radioactive
Material (NORM), whose most relevant radionuclide is Rn222 followed by its progeny. In this
work, the use of a plant, Tradescantia Pallida, was evaluated as a qualitative biological indicator
of the presence of Rn222 through the micronucleus frequency per tetrad in the species (TRAD-
MNC). The bioassay was validated by exposing the plant to the source of Co60 at doses of 5Gy
and 10Gy. Controlled exposure was performed in a Rn222 chamber for 2, 4 and 6 days with a
mean concentration of 1790 £ 219 Bg.m-3, 2000 + 221 Bg.m-3 and 2100 + 241 Bg.m-3,
respectively. The ratio of micronucleus expression per tetrad, expressed when DNA damage
occurs, in each analysis was: 0.02 £ 0.01; 0.09 + 0.01 and 0.12 £ 0.05, in that order, thus
indicating minimal sensitivity to Rn222 exposure by the plant bioindicator. In the natural
environment simulator, Tradescantia was continuously exposed to levels of natural radiation
concentrations for 30, 60 and 90 days at an average dose of 24.48 + 2.85 Bg.m-3, proving the
sensitivity of the plant after the 90 days period with a ratio of 0.097 £+ 0.025 micronuclei per
tetrad. The bioassay demonstrated the minimum sensitivity of the species to Rn222, both under
controlled conditions and to environmental NORM radiation.

Keywords: NORM; Rn; Tradescantia Pallida; biomonitoring; TRAD- MNC.
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1 INTRODUCAO

O homem e 0 meio ambiente sempre estiveram sujeitos a exposi¢des as radiacoes
ionizantes, seja originada de fontes antropogénicas para aplicagdes na medicina e industria,
por exemplo, ou por fontes naturais, encontradas no espaco (radiagdo cdsmica), dos
radionuclideos presentes nos solos e rochas (radiacao terrestre ou radionuclideos primordiais)
(L'ANNUNZIATA, 2012). A radioatividade natural é a maior contribuinte na dose média
anual global de exposicao dos individuos (UNSCEAR 2008).

Tem sido cada vez mais frequente a pratica da monitoragdo dos niveis da
radioatividade natural, a fim de minimizar possiveis riscos induzidos. Varios estudos de
correlagéo de baixas doses de radiacdo e a frequéncia de mutacdes vem sido desenvolvidos,
como forma de estimar esses riscos (FROEHLICH, 2009).

E importante ressaltar que, dos 78,5% de participacdo das fontes naturais de radiacéo
na radioatividade ambiental, aproximadamente 85% resultam dos radionuclideos presentes na
crosta terrestre (radionuclideos primordiais). O complemento cabe aos radionuclideos
produzidos pela interacdo dos raios cosmicos com a atmosfera (radionuclideos
cosmogeénicos), além dos proprios raios cdsmicos.

Dentre os elementos radioativos naturais, 0 maior contribuinte na exposi¢do dos
individuos é o rad6nio (Rn), considerando que é encontrado em diferentes compartimentos do
meio ambiente, rochas, solos, dgua e ar; € facilmente absorvido pelo organismo a partir da
inalacdo por ser um gas, havendo possibilidade de deposicdo de seus descendentes no trato
respiratério, e consequente probabilidade de desenvolvimento de cancer de pulméo
(UNSCEAR, 2000).

A determinacdo da concentracdo de Rn no ar pode ser realizada a partir de métodos
ativos ou passivos. A medida ativa ocorre pelo bombeamento do ar ambiente para dentro de
camaras, que possibilitam a passagem do gas e captacdo da radiacdo alfa pelos detectores. Nos
métodos passivos, 0s detectores sdo dispostos ao ar livre, onde sofrem a influéncia do Rn.
Esse tipo de monitoracdo leva alguns meses para obtencéo de medidas precisas. Essas formas
de deteccdo podem ser utilizadas para quantificacdo do 2?Rn ou em conjunto com sua
progénie que também sdo emissores alfa (TOMMASINO, 1998; NASTRO et al., 2018).

Como forma alternativas de monitoragéo, espéecies de plantas vém sendo estudadas
como forma de monitorar o ambiente, as quais sdéo denominados bioindicadores. Alterac6es
morfolégicas em plantas sdo sintomas usados na bioindicacdo, em fungéo da facilidade do

trabalho e baixa complexidade na identificagdo e avaliagdo das alteracGes, ndo sendo
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necessaria a atuacao de laboratorios especializados. Indicadores morfoldgicos, para diferentes
fatores de estresse e contaminantes, j& foram testados, de forma que € possivel realizar uma
indicacdo em longo ou curto prazo, para concentracdes baixas ou elevadas de poluentes ou de
exposicao a radiagao (SANT’ANNA, 2003).

A utilizacdo de um sistema bioindicador usando plantas vem apontando uma série de
vantagens ao longo do tempo, principalmente em se tratando das plantas superiores, que séo
organismos eucarioticos cuja complexidade genética € similar a do homem em termos de
quantidade total de DNA por ndcleo, genes estruturais, organelas, morfologia cromossémica
e outros fatores. As palntas sdo multicelulares com complexa organizagao sistémica; possuem
desenvolvimento embrionério, onde também ocorrem a determinacdo, a competéncia e a
hereditariedade celular (SANT’ANNA, 2003; CONSTANTIN, 1982).

Desde 1913 sdo descritos experimentos com uso de bioindicadores. O primeiro citado
na literatura foi a irradiacdo de uma Vicia faba (cebola) (BLACKWELL,1959) em sequéncia,
outras espécies foram utilizadas para avaliacdo da capacidade biomonitora, dentre essas, a
Tradescantia pallida (RODRIGUES,1999).

A Tradescantia é uma espécie de planta originaria do México, de facil adaptacdo ao
clima subtropical do Brasil, e que se desenvolve o ano inteiro. Seu uso tem se tornado cada vez
mais comum, devido a caracteristicas intrinsecas como o tamanho relativamente pequeno e
cdédigo genético composto por seis pares de cromossomos relativamente grandes, tornando-a
uma excelente espécie para estudos citogenéticos (MA,1982; GRANT, 1989).

A Tradescantia tem sido utilizada em bioensaios para avaliacdo de alteracdes genética
através de ensaios com 0s seus micronucleos. Tais toxidades podem ser expressas e
extrapoladas para os seres humanos, pois A Tradescantia apresentou-se mais vantajosa
guando comparados aos bioensaios com animais, além da eficacia comprovada em diversos
estudos de biomonitoramento de radiacdo natural (RODRIGUES, 1997 apud MAZIVIERO,
2011).

Devido a significativa contribuicdo da radioatividade natural na irradiacdo do
individuo e a necessidade de definicdo de formas de avaliacdo de raddnio e descendentes
(RnD) com baixo custo e eficientes, o presente estudo se fundamenta no uso da Tradescantia
na avaliacdo do efeito genotdxico da exposicdo ao radonio e seus descendentes, ampliando o
conhecimento do potencial citotoxico e mutagénico associados a exposicao dos individuos ao

raddnio e seus descendentes.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O projeto tem como objetivo geral, avaliar os efeitos citogenéticos provocados na espécie
Tradescantia Pallida por exposicao ao rad6nio e progénie, a partir da analise quantitativa de

seus micronucleos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigacdo da sensibilidade da espécie aos efeitos do background (controle negativo).

2. Validacdo da metodologia TRAD-MNC por células-mée de grdo de polen a partir da
exposicdo controlada com %°Co.

3. Avaliagdo da frequéncia de micronucleo por tétrade nas células-mée de gréo de pélen de
Tradescantia pallida por exposicio controlada ao 2%2Rn e seus descendentes.

4. Exposicao de Tradescantia pallida com niveis de raddnio conhecidos, simulando ambientes
de convivio humano em areas de elevado background radioativo. Avaliados atravéz do ensaio
de micronucleo por tetrades.

5. Correlacgdo entre as frequéncias de micronucleos por tétrade nas Tradescantias expostas ao

222 Rn e seus progénie com o grupo controle.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 RADIOATIVIDADE AMBIENTAL

A Radioatividade encontra-se presente no planeta desde a sua formacao, principalmente
pelos radionuclideos que constituem a crosta terrestre - os chamados NORM (do inglés
Naturally Occurring Radioactive Material) e também pelas fontes cosmicas, o que resulta na
exposicdo de todo e qualquer ser vivo a radiacdo ionizante. A este conjunto de radiacOes as
quais 0s seres Vivos se encontram expostos de maneira permanente, da-se 0 nome de radiacdo
de fundo ou do inglés “background” (WANG et al., 2015).

Desde os primordios da humanidade, antes da civilizagdo humana a radiacéo ionizante
esta presente na vida do homem e do meio ambiente, podendo ser produzida de varias as formas
entre elas artificialmente, a partir de atividades antropicas com aplicacdo de reatores nucleares
e teste de explosbes nucleares, a exemplo dos testes realizados nos anos de 1952 a 1958 e de
1961 a 1962 que ocasionaram em exposicdo continua até hoje, como também por fontes
medicas. Tais exposi¢cdes também podem ser geradas a partir de fontes naturais (UNSCEAR,
2008). Radionuclideos naturais estdo presentes na crosta terrestre desde sua origem. Elementos
radioativos como uranio, torio e potassio sdo encontrados em rochas, solos, agua, materiais de
construcdo, ar e representam a maior parte da dose de radiacdo recebida pela populagédo
mundial, conforme detalhamento na Figura 1 (UNSCEAR, 1993; KUMAR et al., 2008).

Os radionuclideos naturais podem ser divididos entre os que ocorrem de forma isolada,
como o0 “°K e o0s que sio componentes das principais séries de decaimento radioativo, com
destaque para a série do 28U e a série 2Th, que assim como seus descendentes, entre 0s
radionuclideos primordiais aqueles de maior relevancia sdo os pertencentes as séries citadas, no
que diz respeito a exposicdo por radiacdo natural, pois apresentam meias-vidas fisicas
compativeis com a idade terrestre, parametro fisicos de alta importancia na avaliacdo de
materiais radioativos de ocorréncia natural (EISENBUD et al., 1997; PETTA; CAMPOS,
2011).
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Figura 1 - Exposi¢do do homem & radiagdo ionizante

Natural

Fonte: UNSCEAR (2014).

Cerca de 5/6 das doses efetivas individuais de radiagdo natural sdo recebidas pelo
homem devido as fontes terrestres, a maioria sendo contaminacéo a radiacao de forma interna.
A menor contribuicdo se deve aos raios césmicos, principalmente por contaminacéo a radiacdo
de forma externa. Destaca-se na Figura 02 a participacdo do radonio e descendentes (54%),
responsavel por aproximadamente 2/3 da dose efetiva recebida pelo homem em consequéncia
dainalagcdo (MAZZILLIetal., 2011, SILVA, 2014a), bem como os demais elementos das series
radioativas naturais do 238U e do 232Th (17%) com grande numero de emissdes radioativas e
importancia ambiental, além do 40K (14%) (MAZZILLI et al., 2011, SILVA, 2014a).
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Figura 2 - Contribui¢do da dose efetiva derivada das fontes de radioatividade natural

Radionuclideos

Cosmogénicos Rb-87

T (0.62%) (0.25%)

Raios Cosmicos
(13.28%) K-40

(13,63%)

s

U-238 e Th-232
(16.52%)

Raddnio e
descendentes

(53.70%)

Fonte: adaptado de UNSCEAR (2000).

Outros fatores que podem contribuir com a diferenca de dose de radiacdo por individuos
¢ a qualidade de vida relacionado a rotinas diarias como por exemplo, pessoas que trabalham
em ambientes fechados, altitudes elevadas, bem como viagens de avido (IPEN, 2011). O solo é
considerado uma das principais vias de transferéncias de radionuclideos naturais, pois esta
presente em toda camada da crosta terrestre, € um recurso natural composto por matéria
organica, agua, ar e organismos (PETTA; et al, 2013).

Dependendo da geologia local, alguns individuos podem sofrer maior exposicéo
decorrente da inalagdo do raddnio, pois representa mais da metade da exposi¢cdo humana no que

se refere as fontes naturais de radiacdo ionizante (UNSCER, 1988).

3.2 EFEITOS BIOLOGICOS DA EXPOSICAO A RADIACAO IONIZANTE

Toda radiacdo ionizante é capaz de causar morte ou mutacdo celular. O tipo, a dose e 0
tempo de exposicdo a radiagdo e o 6rgdo ou célula irradiada sdo fatores que influenciam nesses
efeitos. A gravidade do dano ao organismo depende essencialmente do fracionamento e da
intensidade da dose absorvida. Normalmente esses efeitos tém inicio numa sequéncia originada
desde a ionizacdo dos atomos constituintes da matéria organica irradiada ou quebra direta das
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moléculas, passando para uma fase quimica intermediaria, na qual existe a interacdo dos
radicais livres previamente formados, culminando nos efeitos bioldgicos. Salienta-se que, em
muitos casos, a radiacdo ionizante causa apenas excitacdo do elétron que a absorveu (ATIX,
2008). A Figura 3 apresenta alguns dos principais efeitos da interacdo da radiacdo ionizante

com a matéria.

Figura 3 - Sequéncia de efeitos que podem ser causados pelas radia¢fes ionizantes
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Fonte: CNEN (2003).

A sequéncia de alteracdes pode ser explicada da seguinte forma: o primeiro estagio tem
uma duracdo muito pequena, logo ap6s a absorcdo da radiacdo. Nesse estagio ocorre o
fendmeno fisico da ionizacao e da excitacdo de atomos do corpo humano. No segundo estagio,
chamado fisico-quimico, as liga¢des quimicas das moléculas sdo rompidas com a formacao de
radicais livres. O terceiro estagio tem uma duracdo de poucos segundos e é um estagio quimico,
no qual os radicais livres formados, que sdo altamente reativos, se ligam as moléculas
importantes da célula, tais como as proteinas, as enzimas e até mesmo as moléculas de DNA,
danificando-as. O quarto estagio ocorre quando surgem os efeitos bioquimicos e fisioldgicos
com alteracGes morfoldgicas e funcionais dos 6rgdos (RODRIGUES, 2011; OKUNO, 2013).

A manifestacdo dos efeitos bioldgicos pode ocorrer através do efeito deterministico e
do efeito estocastico. O efeito deterministico tem uma clara relacdo entre a dose absorvida e o

efeito causado no individuo, ou seja, a gravidade do efeito é diretamente proporcional a dose
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absorvida. Existe um limiar de dose para o qual o efeito aconteca, cujo valor depende do tipo
de radiacéo e do tecido irradiado, cujos efeitos sdo traduzidos no aparecimento de eritema
cutaneo, inducéo de cataratas, perda de cabelo e inducéo de esterilidade (KATZ, 2000; PISCO,
2003).

Uma de suas principais consequéncias de doses elevadas & radiacdo ionizante é a morte
celular em grande escala, pois se poucas células morrerem, o efeito pode ndo se apresentar no
individuo, entretanto, se um nimero muito grande de células de um érgéo entrar em apoptose,
o0 seu funcionamento pode ser prejudicado (STONE et al., 2003; TURNER, 2007). Acreditava-
se que as reacdes teciduais eram consequéncias que surgiam imediatamente apds a exposicao a
radiacdo, porém, estudos epidemiolégicos dos sobreviventes das bombas atdbmicas lancadas
pelos americanos no Japao comecaram a mostrar evidéncias da existéncia de efeitos tardios que
resultam de danos teciduais (OKUNO, 2013).

O cancer de pulmdo é um dos efeitos estocasticos que pode ser provocado pela
irradiagdo interna, principalmente, a partir das emissdes alfa, provenientes do Radoénio. E
priorizada a pesquisa e concepcao de formas de detec¢do do gas Raddnio em ambientes internos
com altos niveis de NORM, principalmente em regiGes onde se encontram jazidas de uranio

préximas de convivio humano (IEA,2003).

3.3 RADONIO

O radbnio € um gas inerte, inodoro, insipido, sete vezes mais pesado que 0 ar
(COUTINHO; MALHEIROS; PADILHA, 2009). Quando esse gas e seus produtos de
decaimento séo inalados, acabam aderindo ao tecido pulmonar, com exposicéo continua a longo
prazo contribuem para a etiologia do cancer de pulméo. Varios estudos mostram o surgimento
de tumores pulmonares em virtude da inalacdo do radénio (FIELD et al., 2001; KREIEBROCK
etal., 2001; WANG et al., 2002;).

O radonio pode estar presente no meio ambiente através de materiais de
construcdo, agua de abastecimento, solos adjacentes e no interior das habitacdes e ambientes
de trabalho, caracterizando o aumento de dose de radiagdo natural em ambientes internos
(TUNG; BURNETT; LAU, 2004).

De acordo com o Comité Cientifico das Nacgdes Unidas sobre os Efeitos da Radiacao
Atdmica o radonio e os seus produtos de decaimento contribuem com cerca de % da dose efetiva

anual recebida pelo homem decorrente das fontes terrestres e com aproximadamente metade da
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dose recebida em virtude de todas as fontes naturais. O decaimento do raddnio no organismo é
caracterizado pela inalagdo do elemento radioativo em ambientes fechados (UNSCEAR, 2008).

O raddnio apresenta dois isGtopos principais, 0 22Rn, produto de decaimento do 23U, e
0 %°Rn, também chamado de Torénio e que é produto de decaimento da série radioativa do
232Th. Este ultimo is6topo ndo contribui de forma significativa em termos de protecdo
radioldgica, pois apresenta tempo de meia vida fisica de apenas 55,6 segundos. O ?22Rn, quando
comparado com o is6topo 2?°Rn, tem uma relevancia radioecoldgica 20 vezes maior, contudo,
as maiores doses registradas sdo provocadas pela progénie do ??Rn (ICRP, 1993; MAZZILLI
etal.,, 2011).

Quando esse gas interage com o trato respiratorio, pode provocar danos, derivados das
interacdes de sua progénie de meia-vida curta e intermediaria, que sdo os radiois6topos ?'8Po,
2l4pp, 214Bj, 214pg, 210pp e 0 2%Pg, que se depositam no pulmao. Os descendentes do radonio
sdo isotopos de metais pesados, conhecidos por apresentarem meia-vida bioldgica longa no
organismo dos mamiferos, que se fixam facilmente aos aerossois presentes na atmosfera e seu
decaimento radioativo se da por emissdo de particulas alfa, beta, bem como os raios gama
(IPEN; 2011).

O grau de exposigéo ao radonio aumenta de forma significativa em ambientes fechados.
Nas zonas temperadas, a concentragdo de radénio no interior das moradias chega a ser oito
vezes superior a existente no ambiente externo. J4& no ambiente externo, no qual contém
circulacdo de ar é elevada, os niveis de concentracao sao considerados relativamente baixos,
devida a continua dispersdo na atmosfera. Os locais onde ocorrem maiores niveis sdo ambientes
fechados, como por exemplo, em minas subterréneas, interior das casas, edificios onde a
ventilagdo de ar seja comprometida. Quanto menos ventilada a moradia, maior serd a
concentracdo de radonio em seu interior (DURRANI, 2008).

As principais vias de exposi¢do ao 2?’Rn e sua progénie correspondem a inalacio e a
ingestdo. Devido a exposicdo interna as radiacdes alfa, beta e gama proveniente dos
descendentes, por exemplo, 28Po, #4Pb, 21Bi e ?*Po observados na Tabela 1, que s&o
incorporados ap6s o decaimento de seu precursor, existe a possibilidade do desenvolvimento
de efeitos estocasticos nos seres humanos (ICRP, 1991; ICRP, 1993).
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Tabela 1 - Descendentes mais relevantes do radonio

Radionuclideo Tipo de Emissao Energia (MeV) Tempo de Meia Vida
218pg a 6,00 3,05 min
2l4pg a 7,69 164 ps
214pp B-vy 1,03-0,29 26,8 min

Fonte: FIRESTONE (1999)

Do ponto de vista historico, o radénio comegou a ser descoberto no ano de 1896 - 1899,
sua monitoracao foi iniciada no século XVI, devida a correlacdo entre a inalacdo de radénio e
0 aparecimento de mineradores com doencas respiratdrias, no caso o cancer de pulmao. A partir
disso a monitoracdo da radiagdo ambiental passou a ser mais efetiva, e as preocupacoes
crescentes tanto com doses ocupacionais quanto com doses nas residéncias passaram a ser
estudadas, o que permitiu a determinacdo de limites de exposicdo (TUNG; BURNETT; LAU,
2004). Portanto, estudos voltados aos bioindicadores de exposicao as radiacdes ionizantes séo
importantes para se avaliar os efeitos biologicos radioinduzidos do radénio.

3.3.1 Detectores de raddnio

A determinacdo da concentracdo de Rn no ar pode ser realizada a partir de métodos
ativos ou passivos. A deteccdo ativa ocorre pelo bombeamento do ar ambiente para dentro de
camaras, que possibilitam a passagem do gas e captacdo da radiacdo alfa pelos detectores. Nos
métodos passivos, 0s detectores sdo dispostos ao ar livre, onde sofrem a influéncia do gas Rn,
geralmente por alguns meses. Essas formas de detecgdo podem ser utilizadas para quantificacao
individual do ??2Rn ou em conjunto com seus descendentes, que também s&o emissores alfa
(TOMMASINO, 1998; NASTRO et al., 2018).

Dentre os medidores ativos, o AlphaGUARD, que é uma camara de ionizacdo, é
amplamente utilizado, pois € um detector pratico com alta capacidade de armazenamento de
dados, elevada eficiéncia de detecco e resposta rapida (FARIAS, 2016). E composto por uma
camara de ionizagdo, cujo funcionamento consiste na insercdo, por fluxo de ar forgado, do gas
radonio para dentro do equipamento, induzindo a ionizagdo das particulas de ar presentes no
equipamento, possibilitando assim, a medicdo da concentracio de atividade de 222Rn (FARIAS,
2016). Acoplado a este instrumento, existe um sistema de filtros para bloqueio dos seus
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descendentes: 2'8Po, 214pg, 214Ph e 214Bi, que sdo metais, garantido a eficiéncia de medigio do
222Rn (GEORGE, 1996).

As medidas passivas de 222Rn podem ser realizadas a partir do uso de carvio ativado ou
detectores de tragos nucleares de estado solido. O carvéo ativado adsorve o gas Rn presente no
ambiente e posteriormente, pode ser analisado por espectrometria gama, onde serdo
determinadas as concentrag@es do 2*Pb e 2“Bi, que servirdo como parametros para quantificar
0 %?2Rn (COHEN et al., 1983).

Ja os detectores de tracos nucleares de estado solido, SSNTD (solid state nuclear trace
detectors) possui diversas vantagens, tornando-os amplamente utilizados mundialmente, dentre
elas destacam-se: a confecgdo com materiais de baixo custo possibilita o registro das interactes
nucleares por longos periodos de tempo, apresenta geometria pequena e robusta. Desta forma,
sdo considerados excelentes detectores para uso em campo, em ambientes Umidos e com
temperaturas variadas para medidas por longos periodos de tempo (DURRANI, 2008).

O detector de tragos nucleares de estado sélido do tipo CR-39 (Columbia Resin), em
carbonato de polialildiglicol, tem sido utilizado atualmente em muitos estudos que visam a
monitoracdo passiva do Rn e seus descendentes, pois € considerado uma das formas mais
baratas de detecgdo alfa, alta eficiéncia de deteccéo e facil composicdo (ASKARI et al., 2014;
FAN et al., 2017; NASTRO et al., 2018; FROMM et al., 2019).

No CR-39, apenas particulas carregadas com alta transferéncia linear de energia (LET)
podem criar rastros quando ele sofre interacdo com a radiacdo alfa, € marcado por minusculos
tracos, que podem se tornar visiveis a partir de um processamento quimico. A imagem dos
tracos pode ser avaliada em microscépios épticos com sistemas de captura de imagens e
processamento, de forma a possibilitar determinar a concentracao de Rn e de seus descendentes
(NASTRO et al., 2018).

3.4 BIOINDICADORES

O termo bioindicador era aplicado na medicgéo interna do organismo, em funcdo das
modificacOes de atividade enzimatica em seus mais de 20 produtos (urina, fezes etc.). Com o
passar do tempo observou-se que ndo se tratava apenas de modificagdes enzimaticas, mas sim,
das informacGes obtidas observando do proprio meio ambiente, concretizando modelos de
protecdo dos seres vivos aos possiveis efeitos dos poluentes e material radioativo (VAN DER
OST et al, 2003).
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Atualmente os bioindicadores representam mecanismos que proporcionam a
identificacdo de alteracfes de parametros fisicos, quimicos e bioldgicos. Portanto, qualquer
medida extraida de um organismo biologico originado a partir da interacdo com um agente
toxico e/ou radioativo, pode ser classificado de bioindicador (HACON, 2003).

A escolha de um bioindicador estd associada a sua sensibilidade ou tolerancia aos
pardmetros e varidveis de contaminacdo. Indicadores bioldgicos integram as condigdes
ambientais durante todo seu ciclo vital, tornando eficiente a avaliacdo bioldgica da exposicao
aguda ou croénica por diferentes elementos, portanto, se mostram eficientes na evidéncia de
impactos ambientais (BUSS et al., 2003). Os bioindicadores podem ser divididos em trés
classes:

Bioindicadores de Exposicdo: sdo baseados nas caracteristicas farmacodindmicas e
fisico-quimicas do composto do organismo, observando a presenca e interacdo do xenobidtico
e sua interacdo com moléculas e células alvo (SCHLENK, 1999; VAN DER OOST et al.,
2003).

Bioindicadores de Efeitos: fundamentados na avaliacdo da resposta aos danos a nivel
molecular (bioquimico fisiolégico e histoldgico), relacionado ao sistema ecoldgico
(SCHLENK, 1999).

Bioindicadores de susceptibilidade: que presentam a habilidade de certos organismos
responderem a mudancas de um determinado agente agressor, seja por fatores genéticos
(mutacdo) ou bioquimicos (alteram a susceptibilidade do organismo) (DEN BESTEN, 1998,
SCHLENK, 1999, VAN DER OOST et al, 2003).

Com o meio ambiente sendo impactado por agentes nocivos, a necessidade de
indicadores de qualidade do meio ambiente cada vez mais se faz necesséario, afim de controlar
e estabelecer padrdes de qualidade da agua, ar e solo (HOUK, 1992; SALDIVA et al., 2019).

A avaliacdo do meio ambiente por meio dos bioindicadores é importante e permite
mensurar o risco ambiental, com monitoramento em grandes areas, por longos periodos, com
avaliacdo de agentes quimicos, fisicos e radioldgicos com diferentes concentragfes, sendo
praticas vantajosas pelo baixo custo e eficdcia nos resultados em grandes areas do
monitoramento (SALDIVA et al., 2019).

As plantas séo consideradas excelentes bioindicadores, pois além do baixo custo,
possuem uma alta sensibilidade e eficiéncia nas respostas aos danos celulares (GUIMARAES
etal., 2000; ALVES et al., 2001). Para que 0s ensaios sejam considerados validos e confiaveis,
as espécies bioindicadoras devem seguir etapas definidas conforme descreveu Klumpp e

colaboradores (2001), cujo procedimento pode ser visualizado na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema de biomonitoramento de plantas bioindicadores
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Fonte: adaptada de Klumpp et al., (2001).

Bioensaios com plantas sdo adequados porque elas funcionam como monitores
ambientais e, portanto, sensores de risco para 0 meio ambiente e populacdo. A maioria dos
ensaios com plantas vém sendo promovidos pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica, IPCS (International Programme on Chemical Safety), juntamente com o Programa
Ambiental das Nacgdes Unidas, UNEP (United Nations Environment Programme), a
Organizacdo Internacional do Trabalho, ILO (International Labour Organization) e a
Organizacao Mundial de Saude do Trabalho, WHO (World Health Organization). Atualmente,
sdo usados também pelo Programa Internacional de Bioensaios com Plantas, IPPB
(International Programme of Bioassay with Plants), sob a supervisdo da UNEP (Grant, 1994;
Grant, 1998; Gopalan, 1999).

A utilizagdo de plantas como bioindicadores tem tido, cada vez mais, um papel
importante nas pesquisas relacionadas ao controle de poluentes atmosféricos e a presenca de
radionuclideos naturais ou artificiais (SALDIVA et al., 2019). Em regides de clima tropical, o
biomonitoramento com o emprego de plantas ainda é pouco utilizado, ao contrario dos paises
desenvolvidos, onde essa metodologia é vista como uma forma rapida e segura de se obter
informacdes e ainda de prever os riscos para humanidade (HACON, 2003; CARVALHO,
2005).


http://www.who.int/en/
http://www.who.int/en/
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Varios temas sobre a qualidade do meio ambiental, vem sendo discutidos em ambito
global, a fim de propiciar uma melhor qualidade de vida e seguranga para todos 0s seres vivos.
Com essas discussdes, podem-se estabelecer leis e limites do ambiente biofisico, a fim de
preservar a seguranca do planeta (MANNING, 1998).

E importante que o desenvolvimento dos bioindicadores siga metodologias e adaptaces
de acordo com cada regido, pois variagdes climaticas podem resultar em diferentes resultados
de acordo com cada regido. O estado ou municipio ird estabelecer seus maiores danos ao
ecossistema, e usara os bioindicadores, por sua vez, para prever ou prevenir alguns maleficios
ao meio ambiente (COUTINHO; MALHEIROS; PADILHA, 2009).

Com o passar dos anos, a Tradescantia passou a ser utilizada como bioindicador, em
funcdo de algumas caracteristicas, como: a facil adaptacdo ao meio ambiente, a resisténcia a
climas subtropicais, o continuo desenvolvimento durante o ano, adaptacdo as areas externas,
incluindo as &reas controladas, além de ser encontrada facilmente em todo o planeta.
(CARVALHO, 2005).

3.5 TRADESCANTIA PALLIDA

O género da Tradescantia pertence a familia Commelinaceae e compreende cerca de
500 espécies, pertencentes ao grupo de plantas superiores, que sao encontradas principalmente
em &reas subtropicais e tropicais, a exemplo do Brasil. A espécie em estudo, denominada
Tradescantia pallida purpurea, também conhecida pelos nomes populares de trapoeraba-roxa,
coracao-roxo, trapoerabdo, ou simplesmente, trapoeraba, tem uma facil adaptacéo, podendo ser
encontrada em todo o territorio brasileiro durante todo o ano, ndo necessitando de um clima
especifico, pois tem um alto poder de adaptacdo (CARVALHO, 2005).

A morfologia vegetal da espécie € composta por uma estrutura simples. Células da ponta
da raiz até o tubo polinico em desenvolvimento fornecem material excelente para estudos

citogenéticos (MA; GRANT, 1982). Na Figura 5 foi detalhada a morfologia vegetal da planta.
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Figura 5 - Morfologia vegetal da Tradescantia pallida
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Fonte: A autora (2022).

O estudo com plantas superiores iniciou-se por volta da década de 70, com uma série

de testes para avaliacdo de genotoxidade, onde foram utilizadas diferentes espécies com a

finalidade de monitorar os efeitos no meio ambiente (M. MISIK, et al., 2011). Os estudos

mostram que, para avaliacdo da genotoxidade, o clone #4430 que corresponde a uma espécie

hibrida estéril entre a Tradescantia hirsutiflora e Tradescantia subacaulis, apresentou maior

sensibilidade a diferentes agentes agressores como por exemplo , a poluicdo do ar, 4gua solo,

pois a esterilidade certifica a homogeneidade genética do clone na auséncia de efeitos
mutagénicos (MISIK et al., 2011; WHITE; CLAXTON, 2004 apud MAZIVIERO, 2011).

O clone #4430 pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Inflorescénclia da Tradescantia clone #4430

Fonte: MISIK, et al., (2011).

Algumas variacdes da Tradescantia ja sdo conhecidas pelo seu potencial de expressar

um biomonitoramento. Apds alguns experimentos, pesquisadores verificaram que a espécie da
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Tradescantia Pallida seria muito mais resistente no Brasil, devido a facil adaptagdo ao clima
tropicl (LONGHI, 2020; CARVALHO, 2005).

Outras especies de Tradescantia foram utilizadas para testes, como a subespécie reflexa,
porém, como este tipo pode chegar a cerca de 2 metros de altura, 0 custo se tornou muito
elevado, além do longo tempo para obter a espécie adulta. Na década de 90, vérios
pesquisadores brasileiros iniciaram as pesquisas com a espécie de Tradescantia pallida para
monitoramento ambiental, envolvendo atividades de mutacGes genéticas, ocasionadas por
agentes quimicos originados pelo ar, solo, 4gua ou até mesmo radiagdes ionizantes (MIS™ IK, et
al., 2011).

Em termos especificos, para analise dos efeitos das radiaces ionizantes, e consequente
obtencdo de um limiar de dose, experimentos com mamiferos deveriam ser avaliados para que
0s resultados sejam extrapolados para os seres humanos. Contudo, levando em consideracéo a
semelhanca de pares cromossdmicos do codigo genético da Tradescantia Pallida com
mamiferos, tais efeitos da radiacdo podem causar lesdes transitorias, ou permanentes chegando
a morte celular, semelhante aos efeitos a células humanas, alguns estudos envolvendo a
estimativa de dano causado pela radiacdo em seres humanos podem ser conduzidos com
eficacia (CARVALHO, 2005).

Dentre as vantagens para estudo das diferentes caracteristicas genéticas, a espécie de
planta Tradescantia pallida destaca-se pela baixa estatura, podendo chegar até 25 cm de altura,
pelo seu vasto codigo genético, que contém cerca de seis pares de cromossomos, facilitando a
leitura microscopica e a interpretacdo de mutagdes genéticas de forma qualitativa e quantitativa
na avaliacdo das contaminacgdes (CARVALHO, 2005).

O elevado nivel da radioatividade ambiental, pode provocar aumento do risco de
mutacdes genéticas em futuras geraces, a partir de efeitos radioinduzidos, o que maximiza a
necessidade de definir sistemas que correlacionem a resposta ao efeito radioinduzido,
possibilitando a estimativa de riscos (CARVALHO, 2005).

Alguns métodos, de diversas naturezas foram desenvolvidos para avali¢do de niveis de
radiacdo natural, dentre esses, o estudo do rad6nio, porém os métodos ndo foram satisfatorios
porque 0s procedimentos ndo levam em conta as baixas doses de radiagdo presentes no meio
ambiente (GOLDFARB et al., 1998). Um dos métodos bastante aceito foi o uso da Tradescantia
pallida que vem mostrando eficacia como indicadores de mutagdes radioinduzidas, a partir de
duas formas de ensaios: teste da mutagéo pelo estaminal da Tradescantia (Trad- SHM) e teste

de micronucleos (Trad- MCN) para fins de deteccdo de efeitos mutagénicos (LONGHI, 2020).
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3.6 MICRONUCLEOS

3.6.1 Ensaio TRAD-SHM

O ensaio da mutacdo em pelo estaminal (Trad-SHM) baseia-se em mutacao pontual
(mitdtica) na qual € suprimida a expressdo do carater azul dominante em flores de plantas
heterozigotas, resultando no aparecimento da cor rosa recessiva (NAYAR; SPARROW, 1967;
MERICLE; MERICLE, 1967; MERICLE; MERICLE, 1971; EMMERLING-THOMPSON;
NAWROCKY, 1982;).

Nos estudos iniciais para avaliacdo dos efeitos genotoxicos e citotoxicos, SPARROW,
1967 utilizou como agente agressor a radiacao ionizante, para que a planta suportasse algumas
doses, foi confeccionado um clone de Tradescantia. A planta, ao ser exposta, respondia de
varias formas, como por exemplo, mudanca de cor nas flores, porém algumas plantas,
dependendo da dose, chegavam a morrer. Até se estabelecer um limiar de dose aceitavel para
a espécie, ocorreram varios efeitos genotdxico, que foram caracterizados como expressdo de
células gigantes, duplas ou triplas, bifurcacdo e outras anomalias de crescimento juntamente
com a perda da integridade reprodutiva das células dos pelos, como indicadores de
genotoxicidade (NAYAR; SPARROW, 1967).

Essa empregabilidade do estudo Tra-SHM com o agente agressor, neste caso a
radiacdo ionizante, foi bastante utilizado para monitoracdo de usinas nucleares no Japéo
(ICHIKAWA, 1993). No estudo, foi constatado que, de acordo com a corrente de ar e com 0
periodo efetivo de funcionamento da usina, foi possivel verificar o aumento de mutacdes nos
micronucleos da Tradescantia (CEBULSKA — WASILEWSKA, 1992). Com a contamina¢édo
de Cracovia pela explosdo do reator nuclear de Chernobyl, observaram-se frequéncias de
mutac6es em Trad-SHM, tendo esse acidente ocorrido em uma distancia de cerca de 700 km.
Incrementos similares na taxa de mutacéo foram também notificados de maio a junho de 1986
no Japdo (ICHIKAWA, et al., 1996).

Com o alto indice de dose de radiacdo ionizante no ar, pode-se verificar a taxa de
mutacdes espontaneas registradas em um periodo de 10 anos (1982 a 1992). Com isso foi
criada uma padronizagcdo de ensaio Tra-SHM em relacdo a variagdes externas, como:
temperatura, umidade, dose, dentre outras variaveis de experimentagdo (UNDERBRINK;
SPARROW, 1974; UNDERBRINK et al., 1975a; UNDERBRINK et al., 1975b).

As lesOes de DNA nédo ocorrem apenas com agentes agressores de radiagéo ionizante.

Pois independente da reacdo quimica ou fisica pode ocorrer prejuizo as celulas, tais como:
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duplicacdo do DNA e a transcricdo génica, podendo ocorrer aberragdes cromossdmicas,
mutacdes, até levar a morte celular. Tais lesdes, podem chegar a levar a apoptose celular.
Danos permanentes no material genético um potencial altissimo para tumores se comparados
a células dos outros seres vivos, em especifico as dos mamiferos por meio de efeitos
derteministicos e estocasticos.

Existem varios fatores que podem ocasionar, de forma direita ou indireta, lesdes ao
material genético, e por sua vez, produzir tumores em seres Vivos, CUjos esses agentes sao
comumente conhecidos como genotdxico ou carcinogénicos. O crescente aparecimento desses
fatores no meio ambiente, tanto no rural, industrial, urbano, vem mostrando cada vez mais a
importancia da pesquisa e utilizacdo de bioindicadores, pois com a detecgéo desses fatores e
provaveis efeitos, pode-se evitar riscos e prejuizos a vida humana, vegetal e animal (COSTA,;
MENK, 20000).

Com a analise do ensaio Trad — SHM ocorre acdo direta da ativacdo dos agentes pro
mutagénicos e agentes mutagénicos (GICHNER et al.,1980). Benzo-a-pireno, atrazina e varios
compostos se demonstraram mutagénicos quando testados sem tratamento prévio com fracdes
microssomais, demostrando a fragilidade das células em nivel dos cromossomos
(VELEMINSKY; GICHNER, 1998). O ensaio ocorre pela confeccéo de laminas extraidas do
pelo estaminal da Tradescantia. Na Figura 9 pode-se observar o pelo estaminal da Tradescantia
pallida.

Figura 7 - Pélo do estame da Tradescantia

Fonte: adaptada LONGHI (2020).

O ensaio Trad-SHM ndo foi muito bem aceito quando se tratava do agente agressor
radiacdo ionizante, pois 0s raios-x suprimiam a ativacdo de microndcleos (RODRIGUES,

1999). Neste teste, ndo foi observada a mutagenicidade da radiacdo ionizante e efeitos quimicos,
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porém, a sensibilidade se tornou maior quando analisada por Trad-MCN. A pesquisa com maior
contribuicdo utilizada com o ensaio de TRAD-SHM foi uma série de estudos, realizados em
laboratérios moveis, avaliando a qualidade do ar em cidades dos EUA (SCHAIRER,1979;
SCHAIRER; SAUTKULIS,1982; SCHAIRER et al., 1982; SCHAIRER et al., 1979;
SCHAIRER et al., 1983). Concluiu-se nestes estudos que os efeitos mutagénicos apresentavam
correlagéo direta com a poluigédo do ar (LOWER et al., 1985; TANO, 1989).

O presente estudo utilizou o método de ensaio Trad-MCN, devida a comprovacao
cientifica de sensibilidade ao agente agressor por radiacdo ionizante, especificamente Radénio
e seus descendentes. A avaliagcdo de micronicleos expressou o dano sofrido por mutacGes

genéticas.

3.6.2 Ensaio TRAD-MCN

A partir de 1960, estudos com plantas foram iniciados para a avaliacdo dos efeitos
genotdxicos causados por diferentes agentes toxicos e radioativo no ar e solo, visando o
biomonitoramento, os estudos apresentados demonstravam lesdes sistematicas em células
chamadas micronucleos (SCHAIRER, 1978; MA, 1981; GRANT, 1982).

Os micronucleos por sua vez, sdo originarios de fragmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros que acabam por ndo completar a migracao anafasica da divisédo celular.
Os agentes mutagénicos ocorrem em pequenas por¢des contendo o material genético, que
sofrem lesdes ocasionadas por fatores externos contaminantes, e ndo conseguem ser reparados
durante a meiose (BOSCOLLI BARBOSA, 2013).

Dentre as espécies de plantas superiores para 0 uso no biomonitoramento e ensaios de
micronucleos, o género Tradescantia passou a ser utilizado para avaliacdo de células e
aberracBes cromossdmicas, 0 que possibilitou aplicacdo na area de citogenética (MA et al.,
1995; COTELLE et al., 1999; MINOUFLET et al., 2003; MONARC et al., 2005).

O teste para avaliacdo dos micronucleos ultilizando a espécie de Tradescantia (TMN-
TRAD) é um dos ensaios frequentemente utilizados para deteccdes de efeitos clastogénicos ou
aneugénicos em plantas superiores. Ao longo do tempo foram testados mais de 160 agentes
contaminantes presentes no ambiente por meio do TMN-TRAD (BOSCOLLI BARBOSA,
2013).

Os ensaios de micronucleos com a espécie de Tradescantia foram desenvolvidos com
uma série de testes e com varias exposi¢des aos agentes contaminantes. Tais agentes podendo

ser a agua, ar e solo contaminados a planta passou por analises em seus micronucleos por
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tetrddes estagio que é capaz de informar lesdes a nivel de DNA. Esses ensaios se tornam cada
vez mais vantajosos devido ao seu baixo custo, e vem sendo utilizados com alta frequéncia em
paises em desenvolvimento, aumentando o interesse de varias pesquisas correlacionadas com a
Tradescantia como bioindicador (GRANT, 1994; BOSCOLLI BARBOSA, 2013; HOLLAND
et al., 2008;).

Os bioensaios para avaliacdo dos efeitos genotoxicos ocorreram a partir da detecgdo de
danos em seu processo de divisdo celular. Steinitz, Ma e colaboradores em 1944,
desenvolveram o ensaio do micronucleo na tétrade (Trad-MCN) no Laboratorio Nacional de
Brookhaven (STEINITZ, 1944; MA et al., 1978). O ensaio demonstrou ser altamente eficiente
com uma boa sensibilidade, dada a especificidade de ser necessaria uma dose muito menor para
produzir os micronucleos, quando comparada a do ensaio envolvendo a mutacdo dos pelos
estaminais (UNDERBRINK et al., 1973b).

A avaliacdo dos micronucleos e sua comparacdo com células sadias foi proposto por Maia
(1981). No inicio, foram utilizados para estudo os estames de Tradescantia, sendo na sequéncia,
observada que a avaliacdo das células em formato de tétrades era cerca de 30 vezes maior e
mais volumosa que outras células da planta (SCHAIRER, 1978;MA, 1981; GRANT, 1982).

A Figura 7A apresenta a fase de inflorescéncia, onde s&o observados os efeitos
clastogénicos que ocorrem em qualquer etapa de divisao celular ou em cromossomos inteiros.
O efeito aneugénico s devera ocorrer nas fases de meiose |1 ou meiose Il (BOSCOLLI
BARBOSA, 2013).

Na avaliacdo dos microndcleos, pode-se verificar ocorréncia de muta¢Ges com acédo
clastogénica ou aneugénica, sua visualizagdo ocorre no citoplasma interfasico e ndo se
incorpora ao ndcleo e possui cerca de 1/5 a 1/3 do tamanho do ndcleo, adquirindo uma coloragédo
vermelha (HOLLAND et al., 2008).
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Figura 8 - Inflorescéncia jovem

A

Inflorescéncia em estagio intermediério. Bracteas, protegendo a inflorescéncia.

Fonte: adaptada BOSCOLLI BARBOSA (2013).

Alguns estudos publicados mostram a veracidade de resultados encontrados com
ensaios de micronucleos da Tradescantia. O mesmo oferece um sistema sensivel e de fécil
manuseio para avaliacdo de toxidade genética, condi¢des indispensaveis na investigacdo da
monitoracdo ambiental (GRANT, 1994; RODRIGUES, 1999; HOLLAND et al., 2008;
BOSCOLLI BARBOSA, 2013).

O teste para contagem de microntcleo em Tradescantia se baseia na apresentacdo de
pequenos fragmentos de ndcleo produzidos como resultado da fragmentagdo de cromossomos
das tétrades dos micrdsporos de Tradescantia (MA, 1981, RODRIGUES et al., 1996).

A formacdo do grdo de pdlen nas plantas depende da formacdo de micrdsporos,
produzidos por meiose, processo de divisdo celular reducional com relagdo ao numero de
cromossomos da espécie, no qual uma célula diploide origina quatro células hapldides (a partir
de duas divisdes nucleares sequenciais, meiose | e I1). A meiose | representa a preparacdo para
a divisao celular, sendo que, em sua fase de préfase, os cromossomos homoélogos emparelham-
se, formando os bivalentes. Seguem-se as etapas da meiose |, promovendo a separacdo dos
cromossomos homdlogos. Na meiose 11, segunda divisao celular, as cromatides irméas alinham-
se no plano equatorial da célula e se separam, movendo-se para p6los opostos durante a anafase,
seguida da formacao de novos envoltorios nucleares, reorganizacdo dos nucleos, assim como
da formacéo de novas paredes celulares, constituindo as novas células haploides (RAVEN et
al., 2007, FERREIRA, 2008).Pode-se observar na figura 9
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Figura 9 - Divisdo célular
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Fonte: RAVEN (2007).

O inicio da profase | é a fase de maior sensibilidade aos agentes mutagénicos, e o estudo
da formacdo de micrésporos possibilita, entdo, a analise para deteccdo dos microndcleos em
uma grande populagdo de células na mesma fase da meiose. Na pratica, isso é conseguido
através da utilizacdo de inflorescéncias jovens de Tradescantia (MA, 1982).

A Figura 10A ilustra os estagios da divisdo celular das células dipléides na formacao
dos microsporos em Tradescantia, com a formagéo de micronucleo. A coloragdo do ndcleo da
planta é semelhante a coloracdo dos micronucleos, por isso é necessario bastante atencdo na
hora da analise (RODRIGUES, 1999). Na Figura 10-B é possivel observar o processo de divisao
celular, evidenciando uma tetrdde com a formacdo de micronucleo. Tais efeitos mutagénicos

ocorrem ap0s a exposicao da célula aos agentes nocivos.
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Figura 10 - Diagrama de formacao de microntcleos em tétrades de Tradescantia (A) e microscdpia dptica com
visualizagdo de micronucleo (seta) em (B)
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Fonte: BOSCOLLI BARBOSA (2013); CARVALHO (2005).

3.6.3 Irradiacéo por 5°Co e efeitos

Os raios gama sao radiagdes eletromagnéticas, com alto poder de penetracdo. Em
especifico, os raios gama provenientes do ®°Co possuem energia média de 1,25MeV e poder de
penetracao superior a 50 cm. O Cobalto-60 (Co-60), o mais utilizado em irradiadores, emitem
um féton de 1170 KeV e outro de 1330, com média de 1250 KeV (36) (CALVO, 2005;
CARVALHO, 2008). A radiacdo gama é capaz de produzir diversos efeitos biol6gicos, no
entanto, esses efeitos sdo determinados por alguns fatores, como, por exemplo, o tipo de tecido
que sofre a irradiacdo, o tempo de exposicdo e a intensidade da radiacdo (TEIXEIRA, 2009).

Quando a radiacdo gama interage com as moléculas presentes nos tecidos pode-se arrancar
elétrons, formando ions. Em alguns casos, as liga¢cdes quimicas podem ser rompidas, afetando
0 processo de divisdo celular, podendo levar a mutacBes genéticas e até morte. As
consequéncias decorrentes da exposicdo a radiagdo estdo relacionadas a radiorresisténcia do

organismo irradiado e a dose letal de cada ser vivo, conforme pode ser visto na Figura 11.


https://brasilescola.uol.com.br/quimica/ions.htm
https://brasilescola.uol.com.br/biologia/mitose.htm
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Figura 11 - Radioresiténcia a radiacdo ionizante
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Fonte: TEIXEIRA (2002)

Devido a grande variedade de aplicaces da radiagio gama, os irradiadores de ®°Co tém
foco voltado para pesquisas. Considerando o grande nimero de irradiadores, tamanhos e
formas, os mesmos podem ser divididos em irradiadores de contéiner proprio (self-conteiner)
e irradiadores em que a fonte é exposta em uma sala, que sdo chamados de panoramicos
(TEIXEIRA, 2002). Atualmente, sdo computados mais de 160 irradiadores gama industrial
em operagdo no mundo, seja, eles de grande porte ou compactos (CALVO, 2005).

Em relacdo a irradiacdo de plantas para avaliacdo de danos devidos a exposi¢do gama,
o radioisétopo ®°Co é amplamente utilizado (TEIXEIRA, 2002).



38

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTRUTURACAO DA METODOLOGIA

O estudo para avaliagdo da Tradescantia Pallida como bioindicador de 2??Rn e seus
descendentes foi subdividida em trés grupos: o primeiro grupo, chamado controle, foi utilizado
para determinacao de frequéncia média de microndcleos presentes na floreira, matriz pela agéo
de agentes agressores externos como o ar, agua e solo, representando o background do
experimento.

A segunda etapa do experimento, segundo grupo, correspondeu a exposicao controlada
a radiacdo. Inicialmente foi utilizando um irradiador ®°Co, com atividade conhecida, para
analise da expressdo quantitativa de micronucleos, a fim de validagdo da metodologia. Em
seguida, novas mudas foram expostas exclusivamente ao 2??Rn e seus descendentes em uma
camara de radonio, para analise da expressao quantitativa de micronicleos em funcdo da
exposi¢do ao radionuclideo.

A terceira etapa do experimento correspondeu ao grupo de exposicdo ndo controlada,
onde mudas foram expostas em um local que simula a exposicao a radioatividade ambiental
derivada de Material Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM) para analise da expressao
quantitativa de micronicleos sob exposicéo de campo. Um fluxograma estrutural da pesquisa
pode ser visto na Figura 12.

Cada grupo foi analisado por meio de bioensaios de micronucleos de células-mée de
grdo de polen que foi determinado a capacidade genotoxica da Tradescantia Pallida. No qual
foi analisado a eficacia da monitoracdo ambiental, que esta definindo a Tradescantia Pallida
como o primeiro bioindicador vegetal capaz de expressar lesdes citogenéticas ocasionadas por

elementos radioativos a nivel ambiental.
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Figura 12 - Fluxograma da Metodologia
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Fonte: A autora (2022).

4.2 MEDIDAS DE ?#RN

4.2.1 Medidas ativas

O AlphaGUARD ¢ um equipamento de referéncia na medicdo ativa e continua da
atividade do radonio, com elevada eficiéncia de deteccdo. As medidas ativas foram realizadas
por um detector AlphaGUARD- Modelo PQ2000 PRO, do Centro Regional de Ciéncias
Nucleares — CRCN/NE. O equipamento possui uma camara de ionizacdo cilindrica com um
volume ativo de 0,56 L, operando com uma diferenca de potencial de +750V na superficie
cilindrica externa (metalica). O sistema de contagem relaciona o numero de sinais elétricos com
a concentracdo de atividade de radénio no ambiente, com faixa de medi¢cdo desde menor

que 2 Bg.m?até 2MBg.m. O equipamento utilizado pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13 - Esquema do detector do AlphaGUARD
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Fonte: Adaptado de Farias (2016).

Ao detector Alphaguard est4 acoplada uma bomba de gas, modelo AlphaPump, com
trés diferentes injecbes de fluxo: 0,2 L/min, 0,5 L/min e 1,0 L/min. Durante as anélises foi
programado para realizar ciclos de aquisi¢6es de 10min durante todo o processo de monitoracao
com injecdo de fluxo de 1,0 L/min, simultaneamente aos valores de concentracdo de radonio,
foram determinados também: temperatura, umidade relativa e pressao atmosférica pelo proprio

equipamento.
4.2.2 Medidas passivas

A determinacdo da concentragdo do 2?Rn para monitoragdo a longo prazo foi realizada
por meio detectores de tragos nucleares de estado sélido, SSNTD (solid state nuclear trace
detectors) do tipo CR-39, que vém sendo utilizados na avaliacdo de estudos do Rn em muitas
pesquisas (ALSHAHRI, 2019). O espectrometro alfa utilizado foi 0 o Espec-222, desenvolvido
no trabalho de doutorado do Programa de Pds-Graduagdo em Tecnologias Energéticas e
Nucleares, Grupo de Radioecologia (SANTOS, 2021).

As dimensdes da camara foram construidas de forma a possibilitar o alcance maximo da
particula a no ar, de aproximadamente 4,2 cm, ou seja, tornando a cadmara mais eficiente para
as interacOes das particulas, com o alvo, neste caso, 0 CR-39. Na Figura 14 pode ser observado

em esquema dos componentes do o Espec-222.
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Figura 14 - Esquema dos componentes do o Espec-222
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Fonte: Santos (2020).

A entrada da cdmara possui anel de vedacdo com filtro qualitativo de fibras celulésicas
com peso de 80 g/m2 e espessura de 0,2 mm. Esse filtro serve para evitar a passagem de poeira
e particulas que possam vir a interagir com o CR-39.

O CR-39 foi padronizado em quadrados, com lado medindo 3,0 cm. Esses polimeros
foram instalados nas camaras de difusdo de ar, conforme especificadas na Figura 14, com
formato cilindrico e faces superior e inferior removiveis para facilitar a montagem do
dispositivo.

Apos o periodo de exposic¢do, os CR-39 foram submetidos a um ataque quimico com
NaOH a 6,25 M sob uma variacao de temperatura 70°C a 90°C por um periodo de 6 horas. Na
sequéncia, os polimeros foram lavados em agua deionizada seguido por uma solucdo de
CH3COOH a 5% v/v e dgua deionizada novamente, para interrupcéo do processo de revelacgdo.

A leitura do CR-39 foi feita em microscopio 6ptico, marca Leica Microsystems, modelo
DM500, com iluminacéo tipo LED, com capacidade para quatro objetivas planacromaticas

com correcdo infinita. Para as andlises foi utilizada uma objetiva de 100X, 0 microscépio

utilizado pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15 - Microscépio optico

Fonte: Leica, 2018.

Apos a varredura da superficie, foram feitas aquisicGes de imagens com area capturada de
0,011cm2, através do sistema de captura de imagem do préprio microscopio de modelo ICC50 E. Foram
capturados 20 campos distintos durante a varredura de superficie do CR- 39 para determinacéo da
concentracéo do ?%?Rn.

As imagens adquiridas foram processadas pela ferramenta O DIP (Digital Image Processing),
um software desenvolvido pelo Grupo de Dosimetria Numérica (GDN) do Instituto Federal de
Pernambuco (IFPE), que permitiu a unido dos 20 campos em uma Unica imagem para leitura simultanea,
para para posterior contagem dos tragos nucleares pelo software ImageJ, ambos softwares sdo gratuitos.
As taxas de doses serdo estimadas obedecendo aos modelos de calibragdo com fonte de réadio certificada
no CRCN/NE.

A concentracdo de radonio (€) em Bg.m™ foi calculada fazendo uso da Equacio 1, que
relaciona a razdo entre o nimero de tracos (N,) obtidos na superficie do detector exposto, com
a area (A), em cm, do CR-39 exposto em tragos.cm™, o fator de calibragdo (k) em tragos.cm’

2 por Bg.m3.dia! e o tempo em que ficara exposto (t) em dias.

1)

Ao final das andlises foi calculada a média aritmeética correspondente ao valor de

concentragdes de radénio no ambiente simulado.
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4.3 GRUPO 01: GRUPO CONTROLE

O grupo controle representa a floreira matriz, conforme Figura 16, fornecida por um
jardinario localizado no municipio de Paulista no Estado de Pernambuco. A partir da floreira

matriz, foram criadas seis outras floreiras, sendo duas para cada grupo.

Figura 16 - Floreira matriz

Fonte: A autora (2022).

Foram testados dois locais para o cultivo das plantas: a casa de vegetacdo e uma area de
acesso restrito, ambas no Departamento de Energia Nuclear. Esta etapa objetivou determinar a
regido ideal de melhor adaptacéo e reproducdo da espécie, antes da realizacdo dos ensaios.

A érea foi escolhida observando as caracteristicas de desenvolvimento da planta e
expressdo de micronucleos através da coleta das inflorescéncias jovens para andlise por Trad-
MCN, na fase de mée de grdos de po6len no qual foi necessaria para padronizacéo da exposi¢do

ao background dos ambientes, tornando os resultados fidedignos e confiaveis.

4.4 GRUPO 02: EXPOSICAO CONTROLADA

4.4.1 Exposicéo controlada a fonte antrdpica - Irradiador ©°Co (DEN/UFPE)

A metodologia foi atestada a partir da irradiacdo controlada das inflorescéncias por
doses conhecidas de %°Co, como forma de validagdo, por possuir energia suficiente para
expressao significativa de micronucleos (CARVALHO et al., 2002).

Para a irradiagéo utilizou-se um irradiador Gamma Cell localizado no Departamento de
Energia Nuclear da UFPE. O equipamento possui formato cilindrico, com aproximadamente 150 mm

de diametro por 200 mm de altura (3,7 L); modelo 220 Excel-MDS Nordion, com uma fonte °Co
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e taxa de uniformidade de dose tipica de 1,317 kGy/h na data de irradiacdo das inflorescéncias. Na
Figura 17 esté apresentada uma foto do irradiador.

Figura 17 - Irradiador °Co DEN/UFPE

Fonte: A autora (2022).

A disposicdo da Tradescantia no interior do irradiador ocorreu a partir da disposicédo
das inflorescéncias entre duas placas de acrilico com altura de 4,0cm e largura 5,0cm, fixas com
o auxilio de fita adesiva, para garantir a posicionamento adequado da planta durante a
exposicao, além disso, foi utilizado um suporte que garantir a centralizagdo das inflorescéncias

com o colimador da fonte de ®°Co, conforme observado na Figura 18.

Figura 18 - Irradiador °Co DE%UFPE

Fonte: A autora (2022).
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Ap0s a fixacao, foram separados trés grupos com trés inflorescéncias cada. O primeiro
grupo foi utilizado como controle, ou seja, ndo houve exposicio de ®°Co, para que ocorresse a
a determinacao do background. Para os demais grupos, a exposicéo ocorreu de forma unica, ou
seja, as trés inflorescéncias foram fixadas e expostas a0 mesmo tempo, garantindo a

uniformidade da dose recebida pela planta. Os dados de exposigéo utilizados estéo apresentados

na Tabela 2.
Tabela 2 - Dados de exposicdo da Tradescantia Pallida no irradiador de 5°Co
Tradescantia Pallida
Dose
Tempo de exposi¢ao Taxa de dose equivalente
) (s) (kGy/h)
0 - -
5 9,151 1,1317
10 22,817 1,1317

Fonte: A autora (2022).

Como visto na Tabela 2, 0 segundo grupo foi submetido a irradiacio por ©°Co com uma
dose de 5 Gy com tempo de exposicdo de 9,151 segundos e a taxa de dose foi equivalente a
1Gy,/h; o terceiro foi irradiado com uma dose de 10Gy com o tempo de exposic¢ao de 22,817
segundos e taxa de dose equivalente semelhante ao segundo grupo, garantido a uniformidade

da dose em ambos o0s grupos.

4.4.2 Exposicdo controlada a fonte natural - Camara de radénio (CRCN/NE)

O grupo de exposicao controlada foi submetido a radiacdo em uma camara de radénio,
localizada no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE) da Comisséao
Nacional de Energia Nuclear (CNEN). A camara, ver Figura 19, possui dimensdo externa de

100 cm de comprimento, 85 cm de largura e 100 cm de altura.
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igura 19 - Camara de radonio

Fonte: A autora (2022).

O 22?Rn foi inserido na cAmara pelo decaimento de uma fonte de ??°Ra adquirida da
Pylon Electronics Inc. Canadd, modelo RN-1025, com atividade inicial de 105 kBgq em
07/10/1992.

Um grupo de seis inflorescéncias foram dispostas no interior da cdmara e separadas por
periodo de exposicdo. As exposi¢des ocorreram em tempos de 2, 4 e 6 dias. As inflorescéncias
foram dispostas no interior da cdmara conforme apresentado na Figura 20.

Figura 20 - Exposicdo das inflorescéncias na cdmara de 222Rn CRCN/NE

Fonte: A autora (2022).
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A concentracdo medida de ???Rn foi em torno de 2.000 Bg.m, monitorada durante todo
0 experimento pelo detector Alphaguard, descrito em 4.2.1, programado para realizar ciclos

de aquisicdes de 10min durante todo 0 processo de exposicao.

4.5 GRUPO 03: EXPOSICAO NAO CONTROLADA

Para o grupo de exposicdo ndo controlada foram realizados testes em trés locais

distintos, que sdo detalhados na sequéncia.

4.5.1 Sala de amostras (DEN/UFPE)

O experimento também foi conduzido num ambiente com alto background radioativo
natural, onde sdo armazenadas amostras de matrizes ambientais e de processamento industrial,
como: rochas, solo, incrustagfes de processamento industrial contendo NORM, localizado na
sala de amostras do Departamento de Energia Nuclear.

A sala de amostra possui 3,00m de altura, 4,60m de largura, 7,40m de profundidade,
possui uma porta de entrada com medidas correspondentes a 2,10m de altura e 0,80m de
largura; e na face posterior, uma janela com 0,99m de altura e 1,45m de largura, cuja regido
inferior esta situada a 1,20m do piso. Durante o periodo do experimento , a sala foi interditada,
a fim que ndo houvesse entrada de pessoas ndo autorizadas. Um desenho esquematico da sala

de amostras esta apresentado Figura 21.

Figura 21 - Sala de amostra DEN/UFPE

Fonte: A autora (2022).
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Uma floreira foi disposta neste ambiente, a uma distancia de 0,60m de uma rocha de
uranio objetivando simular a exposi¢do ambiental em areas impactadas pelos radionuclideos
naturais. A floreira e a rocha ficaram dispostas proximas a janela, que permaneceu fechada

durante todo o experimento, conforme pode ser observado na representacao na Figura 22.

Apos a implementacdo da floreira na sala de amostras, a cada 5 dias foram coletadas
inflorescéncias para avaliacdo da influéncia da exposicio ambiental do 2??Rn ao longo do
tempo, por um periodo de 15 dias. A planta ficou exposta a uma concentragdo média de 130
+ 47 Bg/mé3, temperatura de 28,6°C, pressao de 1014 mbar, umidade relativa do ar de 76,5%
e uma dose média de 0,984 pSv/h.

Figura 22 - Representacao da exposicdo da floreira na sala de amostra

' Foe: Aautor (222).
4.5.2 Simulador de ambiente natural

Outra fase do estudo foi a constru¢do de um ambiente simulador, com o objetivo de
caracterizar um ambiente com alto background radioativo natural, para tanto foram utilizadas
amostras de matrizes ambientais tais como rochas e solos retirados de locais caracterizados com
elevado NORM, simulando assim areas de elevada exposi¢do ambiental.

O simulador de ambiente natural foi construido em madeira, de forma retangular, com
altura de 166 cm e base quadrada com aresta de 100 cm, com uma porta de acesso lateral de
dimens6es 40 cm x 80 cm, com a finalidade de facilitar o acesso ao interior do simulador para

retirada das inflorescéncias para as analises, conforme pode ser visto na Figura 23.
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Todas as faces laterais, a uma altura de 116 cm, tendo como referéncia o chdo, foram
envoltas por plastico de filme PVC, para minimizar a fuga do gas presente no interior do
simulador, otimizando a concentracio do 222Rn no ambiente. Tanto as faces laterais superiores,
acima da porta de acesso, quanto o teto foram envoltos por uma tela fachadeira, a fim de
preservar o experimento, dificultando o acesso de animais ao interior do simulador.

A dimenséo e o planejamento do ambiente foram projetados para garantir condigdes
favoraveis para o desenvolvimento adequado da espécie, como a passagem de luz solar, por
exemplo; acomodar duas floreiras da Tradescantia Pallida; acomodar os dispositivos de
monitoragdo da concentracdo do 2?2Rn, como também permitir o acesso para retirada das

inflorescéncias.

Figura 23 - Dimensdes do ambiente simulado

Fonte: A autora (2022).
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4.5.2.1 Medidas ativas — Alphaguard

Para atestar a presenca de 2?2Rn no simulador, foi utilizado o Alphaguard, descrito em
4.2.1, nos primeiros dias apds a construcdo. A mangueira do detector foi posicionada com o
auxilio de uma haste metalica a uma altura de 7,5cm do chéo entre as floreiras, onde predomina
o surgimento das inflorescéncias. Os valores de concentragdo foram registrados por um periodo
de 72 horas consecutivas. O arranjo experimental de dosimetria ativa esta representado pela
Figura 24.

Figura 24 - Instalacdo da Alphag

(a) (b)
Fonte: A autora (2022).

Apbs 72 h de monitoracdo, foi possivel constatar a presenca de 2?2Rn no ambiente

construido durante os trés dias, conforme pode ser observado na Figura 25
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Figura 25 - Monitoragéo de ??2Rn no simulador de ambiente natural
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Fonte: A autora (2022).

Ao longo dos trés dias foram observados valores de concentracio de 2*2Rn que variaram
entre 35 Bg.m™ a 123 Bg.m=.Comprovando que o simulador de ambiente natural , possui

concentracdes de radonio e progénie.Tais concentracdes podem ser observadas na figura 25.
4.5.2.2 Medidas Passivas CR-39

A realizacdo da dosimetria passiva, para monitoracdo em longo prazo, consistiu na
distribuicdo de quatro dosimetros espectrometros o Espec-222 proximos aos vertices das
paredes, a uma altura de 7,5 cm do da superficie, ver Figuras 26 (a) e 26 (b). As medidas
passivas foram iniciadas simultaneamente a dosimetria ativa com o Alphaguard, como

observado na Figura 24 (c).
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Figura 26 - Instalagdo dos sistemas de dosimetria do 2%2Rn

(@) (b)
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passivos passivos

(©

Medig¢des simultaneas por dosimetria ativa e passiva

Fonte: A autora (2022).

Apbs o periodo de 90 dias, os dosimetros foram retirados do simulador, para
determinagdo da concentragdo média de 2??Rn durante o periodo do experimento. As
influorescéncias foram analisadas a cada 30 dias de exposi¢do durante um periodo de 3 meses,
correspondente ao periodo de leitura dos dosimetros.
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4.6 BIOENSAIO POR TRAD-MCN

A determinacdo dos efeitos genotoxicos causados a Tradescantia Pallida foram
determinados a partir de bioensaios em células-mée de grdos de polen (Trad-MCN). Os
estudos com a Tradescantia requer cuidados e protocolos para analise de mutacdes dos
micronucleos, desta forma, baseado na literatura, as analises foram realizadas tendo como

referéncia as etapas descritas na Figura 27.

Figura 27 - Fluxograma para ensaio por Trad - MCN
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Analise dos
resultados

Fonte: A autora (2022).

4.6.1 Preparacéo do Fixador

Para o ensaio de micronucleo em Tradescantia foi utilizado o protocolo descrito por
Maia e colaboradores (1994), processo mais difundido até a atualidade, pois evita a autélise
celular impedindo a proliferacdo de microorganismo e aumenta a resisténcia das células para a
proxima etapa, 0 processo de coloragéo.

A preparacdo da solugdo fixadora foi realizada através da diluicdo de etanol e acido
acetico glacial, sendo % do volume total da solugcdo composta de etanol e ¥ de &cido acético
glacial, formando uma solugdo Carnoy. A diluicdo foi realizada imediatamente antes do uso, e

o0 volume utilizado foi de 10 vezes maior que a massa do material a ser estudado.
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4.6.2 Preparacéo do corante

Para a coloracdo das laminas foi utilizado uma adaptacdo do Método de Feulgen de
acordo com o protocolo descrito por Modindin e Aguiar-Perecin (2009). Este processo é
baseado na utilizacdo do corante Carmim Acético a 1%.

A preparagdo do corante consistiu no aquecimento até a fervura de 2 mL de &cido acético
glacial a 45% em Erlenmeyer tampado com papel aluminio, em seguida foi acrescentado 0,1g
de &cido Carmin sob agitacdo constante em placa agquecedora por um minuto. Apos o
resfriamento em temperatura ambiente, a solugéo foi filtrada e armazenada em recipiente escuro

e mantido sob refrigeracéo.

4.6.3 Separacao das Inflorescéncias

Existe uma parte especifica e uma fase ideal para a coleta da planta, nesse caso, as
inflorescéncias jovens, no qual o botdo floral esta na fase intermediaria (conforme mostrado na
Figura 28), protegido por bracteas. Nesta fase, as células estdo em estagio de tétrade das células-

mde de grdos de pdlen, ocorrendo por sua vez, a fase de divisdo celular chamada de G1.

Figura 28 - Estagio da inflorescéncia Jovem

Fonte: A autora (2022).

Foram selecionadas inflorescéncias jovens, que continham gréos de polen na forma de
tétrades, com cerca de 10 a 15 cm de comprimento, com flores ainda fechadas, conforme Figura
28, coletadas 24 horas antes do bioensaio. Em seguida iniciou-se o processo de confec¢do das

laminas.
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4.6.4 Confeccdo das Laminas

Apbs a selecdo das inflorecéncias, foi realizado a coleta juntamente com as bractéas
observando que as mesmas possuiam as caracteristicas semelhantes de tamanho e cor, em
sequida foi realizado o isolamento dos botdes florais afim de aumentar as chances de
visualizagdo das celulas- mde de grdos de pdlen no estdgio de tétrade, utilizando-se
primeiramente os botdes de tamanho intermediario em cada inflorescéncia dissecada.

Com o botéo floral selecionado foi transferido para uma lamina e separado com um
estilete histoldgico para exposicdo das anteras. Apds os fragmentos celulares resultantes da
dissecacdo do botéo floral foram retirados e descartados, as anteras no qual foram adicionadas
na solucdo fixadora por um periodo de 24horas. Em seguida o pélen foi removido da solucéo

fixadora com o auxilio de uma pinca e depositado nas laminas.

Figura 29 - Fluxograma de preparacdo das laminas
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Fonte: A autora (2022).

Apos a separagédo das anteras as mesmas foram fixadas as mesmas foram transferidas
para uma lamina limpa e seca no qual receberam o processo de coloracao, realizado pelo corante
carmim acético 2%. A laminula foi inserida acima da lamina pressionando suavemente as
anteras para liberacdo das células. A fixagdo do corante nas células foi garantida pelo

aquecimento rapido (5 segundos) da lamina a temperatura média de 80°C, utilizando placa
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aquecedora. O processo esquematico de confec¢do das laminas pode ser visualizado no
fluxograma da Figura 29.
Apbs a preparacdo, as laminas foram codificadas de forma que ndo houvesse

interferéncia de leitura do analisador nos diferentes grupos.

4.6.5 Leitura das Laminas

A leitura das laminas foi realizada através de um microscdpio Optico marca Leica
Microsystems, modelo DM500, descrito 4.2.2, com objetiva de 40X e 100X. As laminas apenas
foram consideradas validas quando analisadas contabilizado um nimero minimo de 300
tétrades. A frequéncia de tétrades por 1amina (T) esta representada pela equacao 1:

T = N de tetrades em um grio de pdlen x N° de graos de pdlen em uma lamina (1)

O ndmero de micronucleos por lamina (N) foi determinado de forma anéloga a
frequéncia de tétrades por Iamina, onde esse fator foi calculado com o produto de microndcleos
em um grao de polen e a quantidade total de grdo de p6lens em uma lamina. Como apresentado
na equacao 2.

N = N2de MCN em um grao de polen x N° de graos de polen em uma lamina
)

A relacdo (f;;,) entre o numero de MCN e a frequéncia de tétrades e por lamina é

determinada pela equacéo 3,

fm = T 3
Essa relacdo expressa a quantidade de danos a nivel citogenéticos ocasionados em cada

lamina, no qual, quanto maior for esse indice (f;,,) maior serdo os danos na amostra.

4.6.6 Anélise Estatistica

A estatistica € uma ferramenta muito utilizada na compilacéo e identificacdo de dados
em estudos ambientais. Partindo deste principio, os resultados finais foram tratados
estatisticamente para identificagdo de valores méximos, minimos, médias, distribuicdo dos
resultados entre outros parametros, nas frequéncias de micronucleos em varios niveis de

exposicdo ambiental .
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O teste utilizado na investigacdo da distribuicdo do conjunto de dados foi o ndo
paramétrico de Wilcoxon, com correcéo de Friedman (TORMAN et al., 2012).

Este teste observa a maxima diferenca absoluta entre a contagem de frequéncia de
micronucleos por tétrades em diferentes niveis de exposi¢cdo a radiacdo ionizante. Como
hipotese nula foi considerada a distribuicdo normal dos niveis de radioatividade das referidas
regides (Ho), e H1 como hipétese alternativa, aplicado quando os dados ndo seguem a
distribuicdo esperada. Foram realizadas também comparacGes de conjuntos de dados com o

teste U de Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis para compara¢Ges multiplas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 GRUPO CONTROLE

5.1.1 Casa de vegetacao

As condi¢cdes de plantio ocorreram, em dezembro de 2020 foram coletas trés
inflorescéncias e preparadas através do processo descrito em 4.6.4. Os dados de leitura das

laminas estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de leitura das Id&minas para casa de vegetacdo

Tradescantia Pallida

Laminas Tétrade Microntcleo Mlcrpnucleol
Tétrade
e 600 90 0,15
22 540 81 0,15
3 400 60 0,15
Média + desvio 513 + 102 77+15 0,15
padréao

Fonte: A autora (2022).

Como visto na Tabela 3, durante a analise em microscépio na primeira lamina, foram
detectadas cerca de 600 tétrades e 90 micronucleos, resultando em um total de 0,15
micronucleos por tétrade. Na Figura 30, é possivel observar a caracteristica comum das laminas
obtidas para a casa de vegetacdo, micronucleos isolados e associados a tétrades.

Na segunda lamina, foram obtidas 540 tétrades e 81 micronucleos, representado um total
de 0,15 micronucleos por tétrade. Ja na terceira lamina, foram obtidas 400 tétrades e 60
micronucleos, representado um total de 0,15 microndcleos por tétrade. Estas analises
permitiram a determinagdo de um valor médio de 513 + 102 tétrades, 77 + 15 microndcleos, e

por fim 0,15 £ 0 micronucleos por tétrade na casa de vegetacéo.
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Figura 30 - Lamina para avaliacdo dos microntcleos na casa de vegetacdo, lamina corada com carmim acético
2% com aumento de 40x
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A expressdo de micronucleos observada, pode ter tido como interferéncia em
contaminantes a poluicdo atmosférica, tendo em vista varios estudos publicados relatando a
sensibilidade da espécie com alguns contaminantes (CARVALHO et al., 2015; LONGHI, 2020;
SALDIVA PAULDO, 2000; P.H.N. SALDIVA et al., 2021). O plantio estava localizado a 400
metros das margens da Avenida Professor Luiz Freire, 1000, local de grande fluxo de veiculos.

Yaguinuma e Fluminhan (2014) avaliaram danos genéticos por micronucleos causados
na Tradescantia pallida por radiacdo solar e polui¢do do ar, os resultados publicado pelos
autores sob as condicGes de sombra e trafego leve, sol e trafego leve, sombra e trafego intenso
e sol e trafego intenso foram uma média de 1,46, 1,33, 1,70 e 1,79 microndcleos por tétrade,
valores proximos ao obtido durante as analises, podendo contribuir para possivel contaminacéo

do ambiente associado ao experimento e resultados obtidos.
5.1.2 Simulador de ambiente natural

Em abril/2021 foram realizadas coletas de trés inflorescéncias e preparadas para analise
MCN. Foram produzidas um numero total de 3 laminas padronizadas de forma que cada uma
obtivesse 23,4mg de gréos de polen.

Apbs o desenvolvimento da Tradescantia de forma satisfatoria, diferentemente das
condices iniciais observadas na casa de vegetacdo, foram analisadas trés laminas; os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Dados de leitura das laminas para o ambiente simulado

Tradescantia Pallida

Laminas N° de tétrades N° de microndcleos  N° de micronucleo
observadas observados por tétrade
i 420 - -
22 450 - -
3 568 - -
Meédia * (jleswo 479 + 78 ] i
padrao

Fonte: A autora (2022).

Durante a analise em microscopio, foram detectadas na primeira lamina cerca de 420
tétrades, na segunda 450 e na terceira 568, contudo ndo foram observados quantidades
significativas, desta forma nédo caracterizando expressao de micronutcleos em nenhuma delas.
A Figura3l, da primeira lamina, demonstra apenas a presenca de tétrades e auséncia de
microndcleos.

Devido a auséncia de microndcleos na area restrita, e as condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento da planta, esta area foi escolhida para o cultivo definitivo, representado assim
um controle negativo apropriado para o0 experimento, pois qualquer expressao de micronucleos

seria originado pela radiacéo.

Figura 31 - Ldmina para avaliagdo dos micronucleos na area simulador de ambiente natural,
corada com carmim acético 2% com aumento de 40x

Fonte: A autora (2022).
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5.2 GRUPO DE EXPOSICAO CONTROLADA
5.2.1 Exposicdo controlada a fonte antrépica - Irradiador 8°Co

Para a validacdo da metodologia, as analises foram realizadas com um conjunto de trés
laminas para cada grupo com massa padronizada conforme definido em 4.6.4. Os dados obtidos
tanto para o grupo controle, sem irradiacdo, e para os demais grupos expostos com doses de
5Gy e 10Gy estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Dados de leitura das laminas para o simulador de ambiente natural

Tradescantia Pallida
Ne° de tétrades N° de micronucleos N° de micronucleos

Dose observadas observados por tétrades
(média % desvio (média + desvio (média + desvio
padréo) padréo) padréo)
0Gy 513 +93 - -
5Gy 781 + 88 562 + 90 0,72+0,15
10Gy 194 £ 113 625 + 399 3,15+ 0,59

Fonte: A autora (2022).

Como visto na Tabela 5, o primeiro conjunto de inflorescéncias analisados foi o grupo
controle, com uma média de 513 + 93 tétrades e nenhum micronucleo, o que ja era esperado
devido aos resultados obtidos no simulador de ambiente natural durante a escolha do local de
plantio.

Para o segundo grupo, irradiacdo de 5Gy, foi observado o aumento consideravel do
nimero de tétrades, com uma média de 781 + 88, a Figura 32a mostra o grande nimero de
células presente em um grao de pdlen. Em termos de microntcleos, foi observado um valor
médio de 562 + 90, decorrente da irradiacdo, a tétrade com micronucleo pode ser vista na Figura
32b, indicada pelas setas pretas. Relacionando o nimero de micronicleos observados por

namero de tetrades, foi determinado um valor médio para a exposi¢do de 5Gy foi 0,72 £ 0,15.
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Figura 32 - Anélise por microscopia optica das influorescéncias irradiadas com dose de 5Gy por ¢°Co
corada com carmim acético 2% com aumento de 40x e 100x

(b)

Fonte: A autora (2022).

No terceiro grupo, irradiagdo de 10 Gy, foi notavel a redugdo do numero de tétrades,
uma média de 194 + 113, sendo uma possivel causa associada ao grande nimero células mortas
observadas na andlise por microscopia Optica, justificada pelo dano efetivo sobre as células,
levando-as a apoptose celular, como pode ser visto na Figura 33a, caracterizada pela presenca
de células anucleadas. Em relacdo ao nimero de microndcleos, foi observado um aumento
significativo, com um valor médio de 625 + 399, resultando em uma proporc¢éo de 3,15 + 0,59
micronucleos por tétrade. Na Figura 33b observa-se o0 aumento consideravel de microntcleos,

indicado por setas pretas.
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Figura 33 - Andlise por microscopia dptica das influorescéncias irradiadas com dose de 10Gy por ¢°Co
corada com carmim acético 2% com aumento de 100x

/Y

Fonte: A autora (2022).
A partir destes resultados, é possivel observar que a metodologia aplicada para analise

MNC em tradescatia pallida foi executada adequadamente, tendo em vista que Sparrow et al.,
1972 realizou exposicdes com intervalo de dose entre 10 e 100cGy para construcdo de uma
curva resposta da Tradescantia, como resultado do estudo, foi determinado aumento do nimero
de microndcleos proporcionalmente & dose, efeito que foi observado entre a expressdo de
micronucleos nas exposicdes de 5Gy e 10Gy. No qual observamos aumento de cerca de 100%
de microndcleos apds o dobro da dosagem de radiagdo.Comprovando os resultados dos teste

realizado por Sparrow et al., 1972.
5.2.2 Exposic¢éo controlada a fonte natural - Cadmara de raddnio (CRCN/NE)

As analises foram realizadas com um conjunto de trés laminas para cada periodo de
exposicao, seguindo os critérios de padronizacdo definidos em 6.4.6 aplicado em todas as
analises. Os dados referentes ao grupo controle e as exposicdes ao ?2Rn estio apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Dados de leitura das laminas para a cdmara de 2Rn

Tradescantia Pallida

Dias de exposi¢éo N° de tétrades N° de micronucleos  N° de micronucleos
na camara de observadas observados por tétrades
222Rn (média * desvio (média * desvio (média * desvio
padréo) padréo) padréo)
0 dias 388 + 33 - -
(grupo controle)
2 dias 471 + 68 12 + 05 0,02+0,01

4 dias 366 + 38 36 03 0,09+0,01
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6 dias 372+ 04 46 + 16 0,12 + 0,05
Fonte: A autora (2022).

O primeiro conjunto de inflorescéncias analisado foi o grupo controle, com uma média
de 388 * 33 tétrades e nenhum micronucleo, o que ja era esperado devido aos resultados obtidos
para o grupo controle nas analises anteriores.

O primeiro grupo de periodo de exposicdo, dois dias, foram obtidas uma média de
471+ 68 tétrades e 12 + 05 micronucleos, contabilizando um intervalo de cerca de trinta e nove
tétrades para o surgimento de um micronucleo, estes fatores indicam que a planta apresentou
uma sensibilidade minima a exposicéo do radénio (SPARROW et al. em 1972). Tendo em vista
que os valores de controle negativo apresentaram negativo a presenca de micronucleos.

Para o segundo grupo, com exposicdo de quatro dias, foram obtidas uma média de
366 + 38 tétrades e 36 £ 03 micronucleos, contabilizando cerca de onze tétrades para o
surgimento de um micronucleo cerca, estes fatores indicam que o aumento dos dias de
exposicao caracteriza 0 aumento de expressdo de microndcleos.

O terceiro grupo de periodo de exposicdo, seis dias, foram obtidas uma média de
372 * 04 tétrades e 46 £ 16 micronucleos, contabilizando cerca de quarenta e seis tétrades para
0 surgimento de fragmentos dispersos de possiveis micronucleo, estes fatores indicam que a
planta ndo apresentou uma média de expressdo por micronucleo consideravel em relacéo ao
segundo grupo. Contudo, 0 aumento do numero de micronlcleos isolados e seus fragmentos
entre as exposicdes € notavel, pois em determinados campos pode-se observar a auséncia de
tetrades com excesso de micronucleos. As condicdes de exposicdo ao longo dos dias estdo

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas de exposicdo das inflorescéncias na cdmara de 2*?Rn

Periodo de Concentragdo  Temperatura Umidade relativa do
exposi¢ao (dias) média (Bg/m?3) (°C) ar (%)
2 1790 £+ 219 22 68
4 2000 + 221 22 52
6 2100 + 241 20 65

Fonte: A autora (2022).

Na Figura 34 podem ser observadas fotos das ldaminas de leituras referentes ao grupo de

exposicdo na camara de radénio, com dois dias (34a); quatro dias (34b) e seis dias (34c).
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Figura 34 - Analise por microscopia optica por exposicdo ao ??Rn com objetiva de 40x e 100x
corada com carmim acético 2%

(a) (b) (©)
Anélise por microscopia 6ptica Analise por microscopia éptica Analise por microscopia 6ptica
CRCN/NE - 2 dias CRCN/NE - 4 dias CRCN/NE - 6 dias

Fonte: A autora (2022).
Os resultados obtidos durante o periodo de exposicdo indicam que a Tradescantia

pallida apresentou efeitos genotdxicos associados a exposicdo ao 2%2Rn e seus descendentes.

5.3 GRUPO DE EXPOSICAO NAO CONTROLADA

5.3.1 Sala de amostras (DEN/UFPE)

Durante 05 dias a planta sofreu exposi¢cdo a radiagdo ambiental,foi observado
parametros macroscopicos como por exemplo: cor, espessura da raiz, coloracdo de caule,
surgimento de flores, disposi¢éo das folhas. Notou-se que a floreira estava mudando de cor de
roxo para verde, essa caracteristica foi decorrente da auséncia de sol que dificultou a realizagdo
da fotossintese levando a mudanga de coloracdo (BOSCOLLI BARBOSA,2013).

Apesar das condic¢Bes visualizadas na floreira, foram coletadas inflorescéncias e
preparadas duas laminas para a leitura.

Na primeira ldmina observou-se uma média de 862 + 132 tétrades e auséncia de
micronucleos. Estes dados indicam que a concentracdo média de 130 + 47 Bg/m?3 associado ao
222Rn n3o foi suficiente para provocar o surgimento de microntcleos para uma exposicéo de 5

dias, conforme observado na Figura 35.
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Figura 35 - Lamina para avaliagdo dos micron(cleos na sala de amostras com objetiva de 100X corada com
carmim acético 2%
MM ¢

Fonte: A autora (2022).

Para as analises com 10 dias foi observado descoloracdo mais intensa da planta, galhos
secos, quebradicos e reducdo no aparecimento de inflorescéncias, conforme Figura 36. Foram
produzidas duas laminas, ambas sem presenca de células vivas, apenas resto celular,

inviabilizando a continuacdo do experimento na sala de amostras.

Figura 36 - Floreira da sala de amostras apds 10 dias de exposi¢do
e ) /, p

Fonte: A autora (2022).
5.3.2 Simulador de ambiente natural
5.3.2.1 Medidas Passivas com CR-39

A andlise dos dispositivos CR-39 ao final do periodo de 90 dias, indicaram uma
concentracio média de 24,48 + 11 Bg/m3 podendo ser constatado a presenca de 222Rn ao longo
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do periodo de exposicdo da Tradescantia. Na Figura 37 estd demonstrada uma imagem de
microscopia optica com a distribuicdo dos tragos nucleares.

Algumas dificuldades foram enfrentadas com a monitoragdo com CR-39 devido
interacbes externas, principalmente fenémenos climaticos, resultando na queda dos

dispositivos, ocasionando irregularidade no processo de formagéo dos tracos nucleares.

Figura 37 - Tragos nucleares de um detector CR-39 exposto no periodo de 90 dias a um ambiente com 2?2Rn
apos revelacdo (aumento de 100 vezes)
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Fonte: A autora (2025).

5.3.2.2 Exposicdo da Tradescantia pallida

Os dados obtidos para exposi¢do da Tradescantia Pallida no simulador de ambiente

natural estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados de leitura das Iaminas para a cdmara de 2Rn.Grupo de exposicdo controlada

Tradescantia Pallida

Dias de exposi¢éo N° de tétrades N° de micronucleos  N° de micronucleos

na camara de observadas observados por tétrades

222Rn (média + desvio (média + desvio (média + desvio
padréo) padréo) padréo)
0 dias 543 + 57 - :
(grupo controle)

30 dias 489 + 45 - -
60 dias 547 + 118 - -
90 dias 566 + 103 61+17 0,097 £ 0,025

Fonte: A autora (2022).

Para o grupo controle, semelhantemente as outras analises, foram observadas tétrades,
543 £ 57, com auséncia de micronucleos. Nos primeiros 30 dias de exposicao, foram analisadas

trés laminas, obtendo como valor médio de 489 + 45 tétrades e auséncia de micronucleos,
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indicando que a planta ndo apresentou sensibilidade minima a exposi¢édo a radiagdo presente no
ambiente simulado. Apos 60 dias de exposicao, houve um aumento no nimero de tétrades, 547
+ 118, contudo ndo foi observado presenca de microndcleos. Na Figura 38 podem ser
observadas fotos das laminas por andalise de microscopia Optica para as exposicoes de 30 e 60

dias.

Figura 38 - Anélise por microscopia Optica ap6s exposi¢ao ao simulador de ambiente natural, com objetiva de
100X corada com carmim acético 2%

(a) 30dias (b) 60 dias
Fonte: A autora (2022).

Apo6s 90 dias de exposicao, foram obtidas uma média de 566 + 103 tétrades e 61 + 17
micronucleos, contabilizando cerca de nove tétrades para o surgimento de um micronucleo
associado, estes fatores indicam que a planta apresentou uma media de expressdo por
micronucleo consideravel em relacdo aos 60 dias anteriores de exposi¢do. Na Figura 39 estdo

destacados por seta azul os micronucleos encontrados ap6s 90 dias de exposi¢ao.
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Figura 39 - Lamina 90 dias ap6s exposi¢do ao simulador de ambiente natural, com objetiva de 100X corada
com carmim acético 2%

y

Fonte: A autofa (2022).

Os resultados obtidos apds a exposicao de 90 dias no simulador de ambiente natural, foi
proxima a propor¢do média de micronlcleos por tétrade obtida na exposi¢do de 4 dias na
camara de radonio.

A elevada formacdo de micronucleos indica a presenca de radiacdo ionizante no local.
O que causa danos ao material genético das plantas ocasionara danos aos humanos em longo
prazo, levando em consideracdes concentracdo de radiacdo ionizante a nivel de doses
ambientais (LIMA, 2001).

A vantagem da aplicacdo da espécie em estudo se mostrou de grande potencial e
efetividade devido ao fato de ser de sistema rapido, baixo custo, baixa complexidade de
interpretacéo e execucdo dos bioensaios, se revelando uma ferramenta de biomonitoramento a
ser adotada como conhecimento cientifico.

De modo geral, os dados obtidos durante as analises estdo apresentados na Tabela 09,
especificando o nimero médio de micronucleos por tétrade encontrada durante as analises, bem
como o desvio padréo, tanto na obtencao do controle negativo, quanto as exposi¢des da camara

de radbénio e no ambiente simulado.

Tabela 9 - Comparagdo do niimero de microntcleos por tétrade em cada grupo de exposicio

DIAS DE EXPOSIGAO MEDIA DESVIO PADRAO
CONTROLE NEGATIVO
0 DIAS | -
CAMARA DE RN
02 DIAS | 0,023 0,015
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04 DIAS 0,093 0,005

06 DIAS 0,120 0,045
AMBIENTE SIMULADO

30 DIAS -

60 DIAS =

90 DIAS 0,096 0,025

Fonte: A autora (2022).

Os dados apresentados na Tabela 09 estdo apresentados na Figura 40 para melhor
visualizagio dos resultados. E possivel observar que para os dias 2, 4 e 6 de exposicio na camara
de raddnio, indicados pela cor verde, e para os 90 dias de exposi¢do no ambiente simulado,
indicado pela cor roxa, estdo bem definidos no grafico, pois apresentaram expressdo de
microndcleo por tétrade. J& o controle negativo e a expressao de 30 e 60 dias no ambiente
simulado ndo apresentaram expressao de micronucleo por tétrade, logo ndo estéo evidenciados

na figura 38.

Figura 40 - Esquema gréafico da comparacdo dos nimeros de microntcleos por tétrade em cada grupo de

exposicao
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Fonte: A autora (2022).
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5.3.3 Andlise estatisticas dos resultados

Foram realizados testes comparativos entre os diferentes niveis de exposicdes e
concentracdes a radiacdo ionizante na qual a Tradescantia pallida foi submetida. O primeiro
teste a ser utilizado foi o teste estatistico de Friedman.

Nestes testes foram comparados as exposi¢des do ®°Co, cdmara de ???Rn e o simulador
de ambiente natural, onde a andlise dos fatores apresentou p valor menor que 0,05 rejeitando a

hipdtese nula, ou seja ndo sdo semelhantes as variaveis. Assim como apresentada na tabela 10.

Tabela 10 - Teste de Friedman para &nalise de variancias

Hipotese Nula Significancia Deciséo
(p valor)

As distribuicbes de
60Co, camara de
222Rn e simulador de
ambiente natural

Rejeitar a hipotese

0,044
nula

Fonte: A autora (2022)

Por este método estatistico ndo ter como determinar qual dos trés ambientes
apresentaram semelhancas, podemos levar em consideraco que o irradiador %°Co, foi apenas
ultilizado para validacdo da metotologia ultilizamos o teste de Wilcoxon no qual é possivel
analisar amostras em pares, desta forma foram realizados as seguintes comparagdes: Camara
222 Rn, com Simulador de ambiente natural cAmara no qual foram obtidos os seguintes
resultados.

O resultado da comparacédo foi realizada para o ??Rn entre a cdmara de *Rn e o
simulador de ambiente natural, de forma controlada e ndo controlada, respectivamente. O
resultado p foi de 0,037, indicando uma diferenga significativa entre as expressoes de
micronucleo por tetrade, possivelmente este resultado esta relacionado ao tempo de exposi¢do

no simulador de ambiente natural, sendo necessaria uma exposicao superior a 90 dias.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo constatou que a Tradescantia pallida, nos testes realizados tanto na
camara %??Rn quanto no ambiente simulado apresentaram expressdes de microntcleo por
tétrade, indicando assim uma sensibilidade a estes elementos radioativos. Em relacdo ao
controle negativo das andlises, a area restrita, por ndo apresentar expressao de micronucleos por
tétrades, foi utilizada como o local adequado para o desenvolvimento da planta, associado todas
as expressdes de micronucleo por tétrades as diferentes exposicdes a radiacéo.

A metodologia aplicada ao trabalho foi validada através de exposi¢des controladas ao
9Co, comprovando lesdes a niveis citogenéticos ocasionadas pela radiagdo ionizante. As
frequéncias de micronucleos observadas nas células graos de p6len, provenientes da exposicao
a0 2??Rn e seus descendentes, foi observada a partir do segundo dia de exposicio, demonstrando
assim, sensibilidade minima associada a este radioisotopo.

Em relacdo as exposicdes com niveis de 2?Rn semelhante a areas de convivio humano,
o simulador de ambiente natural apresentou expressdes de micronucleos por tétrade ap6s 90
dias de exposicdo, demostrando a ocorréncia de dano citogenético na Tradescantia pallida ao
ser exposta a radiacao ionizante correspondente a areas de elevado background radioativo.

As frequéncias de micronicleos observadas nas células grdos de polen, provenientes
dos locais de exposicdo, apresentaram diferencas significativas, chegando resultados maiores
(p>0.05), demonstrando dano citogenético na Tradescantia pallida ao ser exposta a radiacao
ionizante, comprovando por sua vez que a mesma pode ser considerada um bioindicador

natural.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

. Expor a tradescanti pallida a cAmera de ?2Rn por um numero maior de dias para
determinar uma curva de linearidade de dose.

. Exposicad da tradescantia pallida no simulador de ambiente natural , por maior periodo
para formulacéo de curva de linearidade com o objetivo de projecéo dos resultados para areas
de convivio humano com elevado background radioativo.

. Monitoracao ativa por um periodo de 30 dias consecultivos, a fim de determinacgéo da
variagdo de concentracdo do 22Rn e seus descendentes no simulador de ambiente natural.

. Cultivar a tradescantia pallida em locais de alta radioatividade ambiental para avaliar a

viabilidade da especie como bioindicador de radiacao natural.
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