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RESUMO

O SPL é um residuo toxico da producdo de aluminio formado por uma
mistura de substancias, e tem como seus principais componentes: sais de
fluoreto e cianeto e o aluminio. Mundialmente é produzido cerca de 1 milhdo de
toneladas desse residuo por ano. Ele representa, portanto, um grave risco
ambiental. Testes biologicos e quimicos sdo excelentes ferramentas para estudar
0s mecanismos de toxidade de residuos quimicos sélidos. Dentro desse contexto
0 presente trabalho visou compreender os mecanismos de toxidade do SPL
através de sua prospec¢do quimica e estudo comparativo da acdo dos seus
principais componentes fracionais. Observou-se que 0s principais componentes
do SPL sdo encontrados no residuo em concentracbes muito elevadas. O
aluminio esta relacionado fortemente com a capacidade do residuo de provocar
retardamento e inibicdo no enraizamento de vegetais, o cianeto mostrou grande
capacidade de induzir alteragfes cromossémicas e o fluoreto provoca alta taxa
de quebras no material genético induzindo morte celular. A toxidade do SPL
como um todo, no entanto, ndo pode ser atribuida a nenhum desses compostos
separadamente e deve ser vista como o resultado da acao sinergética deles.

Palavras-chave: SPL. Toxidade. Citogenética. Residuo Quimico.



ABSTRACT

SPL is a toxic waste from the aluminum production, its formed by a
mixture of substances and has as its main chemical components fluoride and
cyanide salts and aluminum. Every year around 1 million tons of SPL are
produced worldwide. This waste represents, therefore, a serious environmental
risk. Biological and chemical assays are excellent to study the toxicity of
chemical solid wastes. With this in mind the present study aimed to understand
the toxicity of SPL through its chemical prospection and comparative analysis of
its main components. It was observed that the main components of SPL are
found on very high concentrations. The aluminum is strongly related with the
root growth and seed germination inhibitory capacity of the waste. Cyanide
displayed a high capacity of chromosome aberration induction and fluoride
provoked a very high rate of DNA damage inducing cell death. However, the
SPL toxicity as whole can’t be assigned to any of its components individually,
this toxicity is the result of the synergistic action of all the SPL’s components.

Keywords: SPL. Toxicity. Cytogenetic. Chemical Residue.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Quantidades massivas de poluentes sdo lancadas no ambiente todos os
anos, dentre eles da-se destaque aos residuos industriais. Apesar das inddstrias
serem indispensaveis para o desenvolvimento da economia mundial, elas tem
grande potencial para gerar residuos perigosos. Em geral esses residuos contém
misturas complexas de quimicos que contaminam o solo e as fontes de agua
potavel (CHANDRA et al., 2005; DEWHURST et al., 2002; MUMTAZ, 1995),
comprometendo a salde humana por induzir alteracfes genéticas (RANK;
NIELSEN, 1994).

A grande diversidade das atividades industriais ocasiona, durante o
processo produtivo, a geracdo de residuos sélidos, liquidos e gasosos, 0s quais
podem contaminar o solo, a 4gua e o ar. Ha residuos pouco expressivos, no que
diz respeito a toxicidade, e outros que podem ser nocivos e perigosos para o
ambiente. Esses residuos sdo 0s mais variaveis possiveis, incluindo substancias
simples ou compostas formadas pela mistura de varias substancias tdxicas,
apresentando complexos mecanismos de a¢do. Um exemplo é o SPL (Spent Pot
Liner), um residuo s6lido da indistria do aluminio gerado durante o processo de
eletrolise que ocorre nas cubas de reducdo da alumina (SILVEIRA et al., 2003).
Esse residuo é formado por uma mistura de substancias dentre as quais, sais de
cianeto, fluoreto e aluminio sdo considerados 0s mais nocivos e de maior
potencial poluidor (ANDRADE; CAMPQOS; DAVIDE, 2008; SILVEIRA et al.,
2003). Essas substancias sdo todas comprovadamente toxicas, podendo
ocasionar uma série de disturbios tanto em humanos e animais como em vegetais
(BARBIER; MENDOZA; RASO, 2010; TASSIST et al., 2010; ZIMMERMAN
et al., 2007).



14

O SPL consiste de tijolos refratarios e catodos carbondceos que se
encontram esgotados em sua func¢do nas cubas. No Brasil é considerado um
problema ambiental devido a producdo de cerca de 20.000 toneladas para cada
1000 toneladas de aluminio primario produzidas por ano no pais, isto &,
especialmente preocupante quando considera-se que desde os anos 90 o Brasil
produz mais de 1 milhdo de toneladas de aluminio primario por ano e em 2007
essa producdo chegou a 1,6 milhdo de toneladas (BRASIL, 2009). O SPL é um
residuo classificado como toxico pela USEPA (United States Environmental
Protection Agency) (SILVEIRA et al., 2003). Além disso, o SPL pode se lixiviar
e contaminar corpos d’agua e plantagdes representando, portanto um risco para
0s humanos, além de poder contaminar ecossistemas representando um grave
risco ecoldgico (CHANDRA et al., 2005).

Existe uma série de trabalhos abordando a toxidade do SPL, no entanto a
maneira como os diversos componentes deste interagem e contribuem para os
mecanismos de toxidade do composto nunca foi elucidada. O objetivo deste
trabalho é analisar comparativamente os efeitos citotoxicos dos principais

componentes do SPL através de diversos bioensaios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SPL e seus Principais Componentes

O Spent Pot Liner (SPL) é um residuo sélido da producdo de aluminio
formado por uma série de substdncia que se acumula nas cubas de reducdo da
alumina durante os processos de purificacdo e refino da bauxita (SILVEIRA et
al., 2002). Estimas-se que cerca de 1 milhdo de toneladas desse residuo seja
produzido anualmente no mundo (LISBONA; STEEL, 2008).

Esse composto é comprovadamente toxico, provocando reducao
significativa no indice mitotico, no crescimento radicular e retardo no
enraizamento de sementes de modelos vegetais testados (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010). Além
disso, foram observadas anormalidades no ciclo celular e na alta frequéncia de
nucleos condensados, este Ultimo é um dos principais marcadores citoldgicos de
morte celular programada (DANON et al., 2000). Outras caracteristicas de morte
celular programada como fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e
distdrbios enzimaticos foram demonstradas (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE,
2008; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; ANDRADE-VIEIRA et al.,
2011).

Entre os diversos compostos que constituem o SPL, trés sdo apontados
como os principais agentes de sua toxidade, sais de cianeto, fluoreto e o
aluminio (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008; SILVEIRA et al., 2003).

O aluminio (AI**

) € conhecido por afetar diversos processos fisioldgicos
e celulares nas plantas, suas ligacGes sdo fortes e dificeis de serem desfeitas
(CHAPUIS; FAVIER, 1999). Ele pode se acumular nas células e formar
dep6sitos volumosos incompativeis com o desempenho das fungdes basicas

celulares (GALE, 1986).
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O efeito priméario do aluminio é a inibi¢do do crescimento radicular, que
pode estar relacionada com a interrupgéo da divisdo celular quando alocado no
simplasto, principalmente na regido meristeméatica (FRANTZIOS; GALATIS;
APOSTOLAKOS, 2001; KOLLMEIER; FELLE; HORST, 2000;
MATSUMOTO, 2000). A exposicdo prolongada das células ao aluminio
provoca danos ao nucleo, afetando a composicdo do DNA, estrutura da
cromatina e suas fungdes (SILVA et al., 2000). Além disso, o aluminio provoca
danos na morfologia da raiz, afetando o desenvolvimento de pelos absorventes e,
consequentemente, a aquisi¢do de agua e sais minerais para nutricdo da planta
(BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002; CIAMPOROVA, 2002). Néo obstante,
a severidade da toxidez do aluminio dependera da espécie vegetal, das condi¢bes
de crescimento das mesmas, da concentragdo de aluminio e da duracdo da
exposicdo (KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005).

Efeitos danosos do aluminio foram identificados em espécies vegetais
cultivadas como feijao, arroz, trigo e milho, onde foi observada reducdo nas
taxas de crescimento e de frutificacdo de culturas desenvolvidas em meio
contendo esse metal. Em plantas aquaticas a presenca de 0.005-0.01% de sais de
aluminio provoca enfraquecimento e problemas de assimilagdo de nutrientes
(TASSIST et al., 2010). Em humanos, intoxicagdo com aluminio pode estar
associada a doenca de Alzheimer e também a duas outras sindromes
neurodegenerativas graves, Parkinson e esclerose amiotréfica lateral
(CHAPUIS; FAVIER, 1999; GARRUNTO; YANAGIHARA; GAJDUSEK,
1990).

O ion fluoreto é derivado do elemento fldior, um gés que ndo ocorre em
sua forma livre na natureza. Esse ion € abundante no ambiente existindo em
combinagdo com diversos outros elementos, normalmente constituindo minerais
em rochas e solos. O fluoreto estd, portanto, associado & atividade vulcénica
(BARBIER; MENDOZA; RASO, 2010).
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Fontes de fluoreto incluem alimentos, &gua fluorada, pastas de dente
entre outros. Para os humanos a principal fonte de ingestdo de fluoreto é através
de lencdis subterraneos de &gua contaminados por depdsitos geologicos.
Exposicdo excessiva e prolongada ao fluoreto pode levar a um problema sério
conhecido como fluorose. Os principais sintomas da fluorose sdo manchas
dentarias e deformidades esqueléticas. 1sso ocorre devido a a¢do desse ion sobre
as células dsseas (osteoblastos e osteoclastos). Adicionalmente, ja foi relatada a
acdo do fluoreto sobre células de tecidos moles, como nos rins, sistema nervoso
e gonadas (NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC, 2006).

O mecanismo de ac¢do toxica do fluoreto nos vegetais ndo é conhecido
(FRANZARING; KLUMPP; FANGMEIER, 2007), no entanto, ele pode ser
acumulado nestes causando danos que vdo desde alteracfes metabdlicas, lesdes
foliares, reducdo no crescimento e desenvolvimento, até prejuizos no
ecossistema como um todo. Nas folhas, por onde € absorvido da atmosfera pelas
plantas, pode ser observada a necrose como principal sintoma de toxidez ao
fldor (ABDALLAH et al., 2006).

O cianeto é um contaminante comum do solo e em geral é encontrado
associado com gas manufaturado, plantas condutoras de elétrons e em minas de
metais preciosos, sendo conhecido por ser toxico a todos os organismos. Nos
locais onde é encontrado, ele esta associado a compostos férricos, apesar destas
formas serem menos téxicas do que o cianeto livre (CN"), ele ainda é perigoso,
pois pode ser liberado desses compostos por fotdlise (MEEUSSEN; KEIZER;
DEHAAN, 1992; ZIMMERMAN et al., 2007).

Cianeto em algumas formas é uma toxina muito poderosa e de agdo
répida, e quando combinado com compostos organicos e metais pode formar sais
e compostos simples ou complexos. As formas mais comuns do cianeto séo
cianeto de potéssio, cianeto de hidrogénio e cianeto de sédio. Todas as formas

de cianeto podem ser toxicas em altas concentragcbes, mas o cianeto de
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hidrogénio é a mais perigosa, sendo inclusive altamente inflamavel quando
exposto ao calor, chamas ou agentes oxidantes (DASH; GHAUR;
BALOMAJUMDER, 20009).

O cianeto faz parte de diversos caminhos metabdlicos de plantas.
Estudos sugerem que plantas vasculares possuem enzimas que degradam
substancias tdxicas, possibilitando que elas metabolizem o cianeto livre em
solucdo a fim de remediar contaminagdes por cianeto (EBBS et al., 2003; YU;
GU, 2007; YU; TRAPPS; ZHOU, 2005).

Em humanos, a exposi¢do em curto prazo a compostos cianidricos pode
causar tremores, dificuldades respiratérias e diversos outros sintomas
neuroldgicos. J& a exposigdo por periodos prolongados é mais perigosa podendo
causar perda de peso, danificacdo de células nervosas, problemas tireoidianos
podendo levar a morte. Irritacdes e feridas podem ser causadas por contato
direto com liquidos contendo cianeto em solucdo (DASH; GHAUR;
BALOMAJUMDER, 2009).

A relacdo que essas substancias possuem com o0 solo e com 0s
organismos interessa muito no que se refere ao comportamento do SPL. Existe
um risco real delas lixiviarem e contaminarem fontes de agua potavel,
plantagdes e uma diversidade de ecossistemas (CHANDRA et al., 2005). O SPL
representa, portanto, uma ameaca para a sade humana e a ecologia de maneira
geral. Existe a possibilidade de se reciclar o SPL, um exemplo é através da sua
reutilizagdo como matéria-prima na industria de cimento. No entanto, sua alta
toxidade faz com que as industrias temam utilizar esse material em seus
produtos, logo se faz necessario que técnicas mais viaveis de se lidar com o SPL
sejam desenvolvidas (SILVEIRA et al., 2002).
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2.2 Importancia dos Estudos de Toxidade

Dejetos solidos constituem um problema emergente e importante, cuja
producdo mundial por pessoa por dia estimada varia de 0,5 até 4,5 kg
(BAKARE; MOSURO; OSIBANJO, 2005). Além desses dejetos deve-se
considerar também a producdo industrial de residuos solidos, como o SPL, para
poder-se notar a real magnitude do problema. Aterros sanitarios e incineradores
sdo, até hoje, a maneira mais comum de se lidar com essa situacdo havendo uma
predomindncia grande de aterros, principalmente em se tratando de dejetos
urbanos (EL-FADEL; FINDIKAKIS; LECKIE, 1997).

O lixo mantido em aterros pode sofrer lixiviagdo devido a acéo de agua
da chuva ou de percolagdo. A composicdo do lixiviado pode variar ao longo de
um aterro e entre aterros dependendo do grau de degradagdo dos residuos l&
contidos e da natureza destes (KJELDSEN et al., 2002).

Devido ao potencial tdxico apresentado por esses lixiviados nos Gltimos
20 anos tem se desenvolvido e se tornado cada vez mais importantes técnicas
para avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos e toxicoldgicos destes (BADERNA
et al., 2011). Essas técnicas envolvem testes tanto bioldgicos quanto a
determinagdo da composicdo quimica do lixiviado e do residuo do qual este se
origina para que se possa ter uma real dimensdo dos riscos apresentados ao
ambiente.

No Brasil as normas federais classificam um composto quanto a sua
toxidade com base nos seus constituintes quimicos e em testes de solubilidade e
de lixiviagdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS —
ABNT, 2004). Os Estados Unidos seguem um método de classificacao
semelhante ao brasileiro, enquanto a Unido Europeia adota uma série de

diretrizes muito mais complexas, incluindo o potencial ecotoxicolégico do
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composto, 0 que ndo é levando em conta pelos outros dois paises citados, para
determinag&o de risco tdxico de um composto (ON ORGANIC..., 1991).

2.3 Bioensaios em Vegetais Superiores

Dentre os danos causados por agentes quimicos, efeitos genotoxicos e
mutagénicos sdo 0os mais problematicos, devido a sua capacidade de induzir
defeitos genéticos que podem ser prejudiciais a saude. Esse tipo de defeito se
torna ainda mais preocupante quando se considera que ele pode ser transmitido,
hereditariamente, para geracdes futuras. Em funcgdo disso, € preciso avaliar a
toxidade de produtos que sdo lancados no ambiente, e para tanto, se fazem
necessarios testes eficientes e confiaveis. De acordo com Grant (1994), testes
bioldgicos para toxidade e genotoxidade sdo indispensaveis para avaliagcdo de
reacOes de organismos vivos a polui¢do ambiental.

Os vegetais constituem um importante sistema bioindicador de poluic&o,
pois permitem avaliar os efeitos de toxicos e agentes mutagénicos presentes em
seu ambiente natural (SANDALIO et al., 2001). Ademais, 0s bioensaios vegetais
detectam danos genéticos, respondendo em nivel de DNA, cromossémico e
gendmico (MALUSZYNSKA; JUCHIMIUK, 2005).

Ja ha muito tempo as plantas tém sido utilizadas como indicadores de
toxidade em eucariotos superiores. Sistemas vegetais quando sobre agdo tdxica
apresentam uma série de alteragdes que podem ser analisadas, como alteracdes
na estrutura cromossdémica, variag6es na ploidia e danos a estrutura da molécula
de DNA (KUMARI et al., 2011).

Leme e Marin-Morales (2009) definem os vegetais superiores como
6timos modelos genéticos para avaliar poluentes ambientais. Eles apresentam
alta sensibilidade a agentes mutagénicos em diversos ambientes e permitem a

analise simultanea de varios mecanismos de acdo, englobando desde mutacgdes
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pontuais até aberracBes cromossémicas em células de diferentes érgdos e
tecidos, como polen, raiz e folhas.

Grant (1994) destaca também a alta sensibilidade dos bioensaios com
esses organismos e adiciona que eles raramente ddo resultados falsos e sdo,
portanto, muito confiaveis e Otimos candidatos para programas de
monitoramento de genotoxidade. Fiskesjo (1985) também aponta vantagens para
esse sistema de teste. O autor afirma que esses bioensaios sdo muito baratos,
além disso, 0s cromossomos de vegetais superiores sdo grandes e de féacil
visualizagdo sendo, portanto, muito bons para analises citologicas. Esses
bioensaios tém boa correlagdo com outros modelos inclusive modelos animais, o
gue permite que os resultados sejam extrapolados para seres humanos e animais
de maneira geral.

Sao varios os vegetais utilizados como modelo, Lactuca sativa, Zea
mays, Tradescantia e Vicia faba sdo alguns exemplos. No entanto o modelo
mais amplamente empregado é o Allium cepa (cebola). A cebola mostrou-se um
6timo bioindicador para evidenciar o efeito toxico do SPL (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008). Adicionalmente, estudos que compararam o teste
do Allium com modelos animais mostraram que o Allium apresenta sensibilidade
similar aos testes realizados em linfocitos humanos (FISKESJO, 1985), além de
ter alta correlagdo com ensaios em roedores, sendo mais sensivel que o teste de
Ames (RANK; NIELSEN, 1994). Ademais, estudos de sensibilidade com
plantas mostraram que Allium cepa é mais sensivel que outras espécies, como
por exemplo, Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID; AZAB; IBRAHIM, 2007).

Esse vegetal é um dos organismos pioneiros usado para detectar o efeito
de quimicos nos cromossomos através de estudos citogenéticos. O teste foi
desenvolvido por Levan em 1978 e tem sido recomendado pela Environmental
Protection Agency (US EPA) na avaliacdo de toxicidade e genotoxicidade de
efluentes industriais (FISKESJO, 1993; GRANT, 1994; MITTEREGGER et al.,
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2007). Consiste em um teste simples, rapido e sensivel, amplamente utilizado no
biomonitoramento de contaminantes ambientais (KEIGHTLEY et al., 1996;
KUPIDLOWSKA et al., 1994; MAJEWSKA et al., 2003; PODBIELKOWSKA
et al., 1995; PODBIELKOWSKA; WALEZA; ZOBEL, 1981), além de permitir
a investigacdo dos mecanismos envolvidos na resposta das células radiculares a
tratamentos com residuos toxicos complexos (KURAS et al., 2006).

Desse modo, o Allium cepa é um 6timo modelo para estudos de
citotoxidade, pois: a) o material de propagulo pode ser adquirido durante o ano
todo; b) as células meristematicas sdo homogéneas e ¢) seus cromossomos
(2n=2x=16) sdo longos, visiveis e coram facilmente, permitindo a anélise de
alteracbes cromossdmicas (DEMARINI, 1991; FISKESJO, 1993; LEME;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).

Alguns trabalhos recentes que fazem uso do bioensaio sdo: Andrade,
Campos e Davide (2008), Caritd e Marin-Morales (2008), Saxena, Gupta e
Murthy (2010), Yildiz et al. (2009), entre outros. Nesses trabalhos foi avaliada a
citogenotoxidade de residuos industriais, pesticidas e produtos quimicos.

Outro bioindicador muito utilizado em testes de toxidade é a alface
(Lactuca sativa), comumente empregada em estudos de alelopatia (CAMPOS et
al., 2008). Devido a sua rapida germinacdo é muito Gtil quando empregada em
ensaio de germinacao e crescimento radicular, sendo muito eficiente para indicar
efeitos tdxicos de poluentes encontrados em solos (VALERIO; GARCIA;
PEINADO, 2007).

Segundo Campos et al. (2008), o uso da alface como modelo para
bioensaios citogenéticos é bastante plausivel, uma vez que a alface apresenta
grande nimero de sementes, grande area de contato com as solucBes dos
reagentes testados, alta sensibilidade e cromossomos grandes.

Bioensaios utilizando-se da alface como modelo s&o considerados

eficientes para avaliar potenciais riscos ambientais de compostos tdxicos
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(GOPALAN, 1999). A alface esta entre os dez modelos vegetais considerados
adequados pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana para avaliacdo
dos impactos ecoldgicos de substdncias toxicas (UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - US EPA, 1996). Outras
organizagdes como a ISO (INTERNATIONAL ORGANIZATION OF
STANDARDIZATION, 1995) também consideram a Lactuca sativa como
modelo para testes de toxidade.

Um trabalho recente de Andrade, Davide e Gedraite (2010) faz uso da
Lactuca sativa em bioensaios citogenéticos e de germinagdo de sementes a fim
de avaliar os efeitos téxicos do SPL. Neste trabalho foi comprovada a eficiéncia
desse vegetal para ensaios de toxidade provando a alta sensibilidade desse bem
como sua aplicabilidade em testes de germinagdo e crescimento radicular
associado ao teste de citogenética. O indice mitético observado nos testes
citogenéticos refletiu a frequéncia de células em divisdo se mostrando um

pardmetro importante na determinacao da razdo de crescimento radicular.

2.4 Testes de Germinacédo e Crescimento Radicular

Consiste em expor sementes de um modelo vegetal, comumente a alface
(Lactuca sativa) como visto nos trabalhos de Charles et al. (2011), Koo et al.
(2011) e Young et al. (2012), a um determinado agente tdxico e avaliar tanto a
presenca ou ndo de germinagdo como a elongacao radicular. E considerado um
dos testes toxicoldgicos mais simples para o biomonitoramento ambiental e foi
desenvolvido com o intuito de avaliar o efeito de amostras de liquidos
contaminados no crescimento e germinacao de sementes (ARAUJO et al., 2001;
WANG; KETURI, 1990; WANG; WILLIANS, 1990).

Ensaios dessa linha com plantas vasculares s&o particularmente

interessantes por permitirem a avaliacdo de efeitos adversos de um composto
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toxico na germinagdo e crescimento radicular ainda nas fases iniciais de
desenvolvimento da semente, 0 que torna o processo consideravelmente mais
simples e rapido (DUTKA, 1989; LEWIS, 1995). Gopalan (1999) e Valerio,
Garcia e Peinado (2007) descrevem os bioensaios de germinacao e crescimento
radiculares como sendo simples, rapidos, confidveis e muito baratos por nédo
necessitarem de equipamentos de alta tecnologia.

Esse tipo de teste tem aplicagdo e se mostra efetivo para avaliar desde a
toxidade de residuos inorganicos (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010)
ou orgéanicos (YOUNG et al., 2012) até o efeito inibitorio de radiagdes
ionizantes (BARROS et al., 2002) e, portanto, é de grande valia sua aplicacao,
principalmente quando feita conjuntamente com testes citogenéticos, o que
permite uma melhor e mais ampla exploracdo dos dados obtidos, exemplo disso
pode ser observado no trabalho de Andrade, Davide e Gedraite (2010).

Esses testes sdo especialmente funcionais quando aplicados como
indicadores de fitotoxidade de elementos que possam ser potenciais
contaminantes de solos (VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007), como é o
caso do SPL.

Um pardmetro importante de se determinar com base no ensaio de
crescimento radicular € o 1Cs, (Inibicdo de Crescimento 50%), que corresponde
a concentracdo do agente testado em que o tamanho das raizes do modelo
vegetal é 50% menor que o das raizes do tratamento controle (LIN; XING,
2007). Do ponto de vista citogenético essa concentracdo € altamente
representativa, pois refletirad, com clareza, os efeitos toxicos do agente testado
sem que a inibicdo seja severa demais, o que resultaria em raizes muito frageis
e/ou pequenas demais para a montagem de ldminas para avaliacdo de ciclo

celular.
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2.5 Avaliagdes Citogenéticas Classicas

A citogenética combina duas ciéncias separadas — citologia e genética.
Ela estuda a estrutura, 0 nimero, os movimentos e a fungdo dos cromossomos,
bem como as variacBes dessas propriedades, relacionando todos esses fatores
com a transmigdo, recombinacdo e expressdo dos genes. Também estdo no
escopo da citogenética pesquisas sobre a biodiversidade, estudos de
melhoramento genético de plantas e animais, e até estudos de fertilidade, tanto
humana como animal. Desde seu estabelecimento essa ciéncia se aperfeicoou e
passou a langar mdo de novas técnicas e tecnologias e € hoje de grande
importancia dando respaldo para diversas outras areas dentro da genética. Uma
de suas aplicagGes mais proeminentes é em estudos de avaliagdo de toxidade de
diversos compostos através da analise de ciclo celular de organismos modelo
(SUMNER, 2003).

A avaliacdo do ciclo celular é uma ferramenta basica na citogenética que
permite ao pesquisador ter acesso a uma serie de informacdes importantes sobre
a estrutura organizacional dos cromossomos de um organismo e como estes se
comportam durante as diversas fases da divisao celular (GRANT, 1994).

No ambito dos bioensaios de toxidade essa avaliacdo pode detectar
alteracdes no ciclo celular padrdo devido tanto a deteccdo de anormalidades no
indice de divisdo celular, quanto pela presenca de aberracdes cromossémicas ou
nucleares como visto nos trabalhos de Andrade, Campos e Davide (2008),
Andrade, Davide e Gedraite (2010), Klancnik et al. (2011) e Kumari et al.
(2011).

As aberracdes cromossdmicas sao 6timos indicadores da presenca de
toxidade. Segundo Russel (2002) aberracGes cromossémicas sdo caracterizadas
como mudangas tanto na estrutura cromossémica quanto no ndmero

cromossémico, que podem ocorrer espontaneamente ou como resultado da
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exposicdo a agentes fisicos ou quimicos. Alteragdes cromossdémicas sdo
reconhecidas como importantes consequéncias de agdes genotoxicas de agentes
guimicos (NATARAJAN, 2002).

Estudos de aberracbes cromossémicas tém sido amplamente
empregados, ndo apenas para avaliar o efeito genotdxico de diversos agentes,
mas também para avaliar seus mecanismos de acdo (LEME; ANGELIS;
MARIN-MORALES, 2008). Segundo Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales
(2007) um dos métodos mais antigos usados para avaliar efeitos mutagénicos é o
teste de aberragBes cromossomicas. Esse teste permite a identificacdo de quase
todas as alteragbes na estrutura do cariotipo, escapando apenas aquelas néo
visiveis ao microscopio (MARCANO et al., 2004).

As alteracdes decorrentes do efeito de agentes quimicos e fisicos no
ciclo celular sdo resultantes de diferentes mecanismos, envolvendo acdo
clastogénica e aneugénica (LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).
Substéncias clastogénicas induzem quebras cromossémicas, enquanto aquelas
classificadas como aneugénicas inativam a estrutura celular, como por exemplo,
0 aparato do fuso, levando a perdas cromossdmicas (FENECH, 2000). Dessa
forma, o descontrole na divisdo celular pode levar a ocorréncia de alteraces no
ciclo celular, tendo como consequéncia a formagdo de células poliploides e a
eliminacdo do material genético resultando na formacdo de anomalias nucleares
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Analises experimentais mostram que quebras na dupla fita de DNA é a
principal lesdo responsavel pela formacdo de aberragcbes cromossdmicas
(BRYANT, 1998; NATARAJAN; OBE, 1978; OBE; JOHANNES; SCHULTE-
FROHLINDE, 1992). Essas quebras ocorrem espontaneamente em frequéncias
significantes, através de uma variedade de processos celulares e podem ser
diretamente induzidas por uma série de agentes quimicos ou fisicos (OBE;
JOHANNES; SCHULTE-FROHLINDE, 1992; PFEIFFER; GOEDECKE; OBE,
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2000). As quebras no DNA podem gerar alteracdes estruturais cromossémicas.
Alguns exemplos sdo: a) deficiéncias: perda de um segmento cromossomico; b)
duplicacBes: segmento cromossdmico € duplicado; c) inversdes: envolve duas
guebras cromossémicas e a reinser¢do do fragmento no mesmo cromossomo em
sentido invertido; e d) translocacdes: troca de partes entre cromossomos nao
homologos (SUMNER, 2003).

J& os efeitos sobre o fuso mitdtico podem causar alteragdes no numero
de cromossomos, pois afetardo a segregagdo dos mesmos na divisdo celular.
Essas alteragdes numéricas podem ser classificadas em dois tipos: 1) Euploidias:
mudancas em todo o conjunto de cromossomos e 2) Aneuploidias: mudancas em
partes do conjunto cromossémico, sendo consequéncia da segregacdo anormal
dos cromossomos que pode ocorrer tanto naturalmente como pela acdo de
agentes aneugénicos (ALBERTINI et al., 2000). Muitas dessas aberracfes sdo
irreversiveis e altamente danosas as células fazendo com que estas entrem em
um processo de morte celular.

A avaliagdo de anormalidades nucleares conjuntamente com a avaliagdo
de aberragdes cromossémicas tem se mostrado como uma boa maneira de tornar
os estudos da toxidade de agentes quimicos ainda mais precisos em relagdo aos
seus efeitos no DNA dos organismos testes (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

De acordo com Leme, Angelis e Marin-Morales (2008), anormalidades
nucleares podem surgir como consequéncia de aberra¢cGes cromossomicas. Essas
anormalidades sdo caracterizadas por alteracbes morfolégicas no nucleo
interfasico e sdo resultados da acdo toxica de algum agente (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

O microndcleo é provavelmente a alteragdo nuclear mais bem estudada,
sendo um excelente indicador de toxidade, como visto nos trabalhos de Andrade,
Davide e Gedraite (2010), Carita e Marin-Morales (2008), Hoshina e Marin-
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Morales (2009), entre outros. Os micronucleos podem ser definidos como
estruturas no citoplasma contendo cromatina envolvida por uma membrana sem
gue haja nenhuma ligacdo aparente ou visivel com o ndcleo principal da célula
(MA et al., 1995). Eles sdo formados pela exclusdo de cromossomos inteiros ou
fragmentos cromossdmicos durante a divisdo celular e, portanto, sua presenca
indica que o agente possui atividade aneugénica ou clastogénica, uma vez que
micronlcleos derivados de fragmentos cromossdmicos indicam agdo
clastogénica, engquanto aqueles provenientes de cromossomos que tenham sido
perdidos inteiros indicam acdo aneugénica (FENECH, 2000; FENECH; CROTT,
2002). Micronucleos resultam de danos ndo reparados ou reparados
erroneamente nas células parentais durante a divisdo celular, sendo facilmente
observados nas células filhas como uma estrutura similar ao nucleo principal,
mas de tamanho reduzido. Podem ser identificados citogeneticamente através de
uma variedade de corantes de DNA e sua frequéncia pode ser quantificada com
0 uso de microscépio (MA et al., 1995).

Outros exemplos de tipos de aberracfes nucleares sdo os brotamentos
nucleares, que podem surgir devido a eliminacdo do excesso de material
genético decorrente de um processo de poliploidizacdo celular, os nucleos
lobados e as células polinucleadas, ambos consequéncia de anafases
multipolares (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). Segundo
Leme, Angelis e Marin-Morales (2008) a presenca destas duas ultimas
anomalias pode ser um indicador da ocorréncia de morte celular.

A presenca de células em processo de morte celular é outro forte
indicador de ocorréncia de toxidade. Em organismos multicelulares as células se
autodestroem quando sofrem danos ou como parte de seu desenvolvimento
normal. Células podem tanto ser destruidas acidentalmente - “assassinadas”
através de um processo conhecido como necrose celular — ou se autodestruir

usando um mecanismo ativo, processo conhecido como morte celular
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programada (MCP), uma espécie de “suicidio” celular, a fim de eliminar células
danificadas (DANON et al., 2000).

Gichner et al. (2005) diferenciam a MCP da necrose afirmando que a
MCP tem um importante papel na diferenciacdo de tecidos e envelhecimento
podendo ocorrer também como um mecanismo de defesa em resposta a danos
celulares causados por exposicao a agentes toxicos, por exemplo, ao passo que a
necrose representa uma morte celular induzida, ndo programada e normalmente
é decorrente de danos mecénicos na célula.

As principais evidéncias citologicas da MCP em vegetais sdo a
condensagdo cromatidica e a fragmentagdo nuclear e celular (DANON et al.,
2000). Um critério molecular que evidencia a MCP é a segmentacdo do DNA
(DNA laddering) que da & molécula um aspecto semelhante a uma escada,
quando é feito a eletroforese em gel de agarose (DOORN; WOULTERING,
2005, 2010; GICHNER et al., 2005).

2.6 Ensaio Cometa

Outra técnica muito util para deteccdo de danos no DNA é o ensaio
cometa (Single Cell Gel Electrophoresis — Eletrofrese de Gel de Célula Unica),
ele é um teste altamente sensivel que tem sido utilizado para detectar um amplo
espectro de danos no material genético (YILDIZ et al., 2009).

O ensaio tem sua origem no trabalho de Rydberg e Johanson em 1978.
Ele consiste em obter nlcleos das raizes expostas ao agente toxico que serdo
montados em uma lamina contendo gel de agarose e posteriormente submetidos
a eletroforese. Os nucleos correm no gel e formam figuras semelhantes a
cometas (logo o nome da técnica) quando observados em microscopia de
fluorescéncia (RITTER; KNEBEL, 2009).
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O dano ao material genético é determinado pela distancia de migracao
do DNA, bem como pela espessura e comprimento da cauda do cometa (SINGH
et al.,, 1988). A intensidade da fluorescéncia da cauda pode ser levada em
consideracdo também na avaliacdo do grau de danificacdo ao DNA (YILDIZ et
al., 2009). A Figura 1 ilustra um exemplo de scores de cometas variando de 0 a
3 com base no tamanho da calda observada.

Essa técnica vem sendo utilizada em varios trabalhos, em sua maioria é
aplicada em modelos animais utilizando-se principalmente linfécitos como
modelo, como observado no trabalho de Kaur et al. (2010) e Marcussi et al.
(2011). Existem também, embora menos comuns, trabalhos bem sucedidos
utilizando o ensaio cometa em modelos vegetais como visto nos trabalhos de
Menke et al. (2001) e Yildiz et al. (2009).

Ritter e Knebel (2009) destacam a crescente importancia que esse teste
vem tendo nos estudos de toxidade e ressaltam a necessidade de se conseguir
métodos mais automatizados de montagem e avaliacdo da técnica, uma vez que
esta, atualmente, é de montagem manual e se baseia em classificacdo visual dos
danos observados. Esse tipo de classificagdo pode gerar distorgbes nos
resultados dependendo do critério empregado pelo pesquisador. Métodos de
avaliagdo automatizados eliminariam esse problema.

Azqueta et al. (2011) chamam atencdo para o fato deste ensaio ser
rapido, econdmico e de alta especificidade e sensibilidade. No entanto o autor
alerta para a necessidade de uma padronizacdo nos protocolos do ensaio uma vez
que ocorre muita variacdo de laboratério para laboratério.

A gama de substancias que o ensaio cometa permite avaliar é muito
ampla, indo desde a avaliacdo do potencial antigenotoxico de plantas medicinais
(KAUR et al., 2010) até o efeito de peconha de serpentes (MARCUSSI et al.,
2011) o que mostra que é um teste de grande utilidade em estudos de prospecgédo

toxicoldgica.
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Hartmanm et al. (2003) mostraram que existe uma boa correlagéo entre
o0s testes de avaliacdo de aberragcbes cromossémicas e 0 ensaio cometa, esses
resultados foram de acordo com o que Giannotti et al. (2002) j& haviam

observado em seu trabalho.

Observed DNA damage DNA migration Damage classes

No migration 0
Low 1
Intermediate 2
High 3

Figural Scores de dano baseados no tamanho da cauda do cometa observado
em hemécitos de Biomphalaria glabrata

Fonte: (GRAZEFFE et al., 2008)
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RESUMO

O SPL (Spent Pot Liner) é um residuo s6lido resultante da producédo de
aluminio formado por uma mistura de substancias consideradas toxicas e com
grande potencial poluidor. O presente trabalho estudou por meios de ensaios
biolégicos e quimicos, o potencial tdxico desse residuo, bem como sua
composicdo quimica basica. Foi empregado um teste de germinacdo e
crescimento radicular utilizando-se Lactuca sativa como modelo. Como
consequéncia do tratamento das sementes ao SPL foi observada uma inibi¢&o na
germinacdo seguida de reducdo no comprimento das raizes. Adicionalmente foi
estabelecida a concentracdo de 26,5 g/L de SPL como sendo a ICs, (Inibicdo de
Crescimento em 50%). Os testes de prospec¢do quimicos conduzidos foram:
andlise de difracdo de raios-X, andlises térmicas, anélise de espectroscopia de
FITR e ensaio de lixiviagdo. Foi constatado que o SPL é composto por 6xidos de
ferro e de aluminio e sais de fluoreto, além de possuir tracos de zinco, cromo e
manganés em seu lixiviado. Foram encontradas concentragdes oito vezes
maiores de ferro do que o permitido pela legislacdo brasileira. Esses dados
comprovam a toxidade e ecotoxidade do SPL e alertam para 0s riscos potencias
dele para 0 meio ambiente e para o bem-estar humano.

Palavras-chave: SPL. Toxidade. Germinagdo e crescimento radicular. ICs.
Prospeccdo quimica. Lactuca sativa.
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ABSTRACT

SPL (Spent Pot Liner) is a residue from the aluminum production. The
present work evaluated by means of biological and chemical essays the
toxicological potential of this compound as well as its basic chemical
composition. A germination and root growth test was employed utilizing
Lactuca sativa as a model. It was established that SPL has an inhibitory effect
on root growth and that it impairs germination of seeds., Additionally the
concentration of 26,5 g/l of SPL were determined as the ICs, (Inhibition
Concentration of 50%). The chemical prospection analyses conducted on this
work were: X-ray diffraction, thermal analysis, FITR spectroscopy ad leachate
composition analysis. They showed that the SPL is composed by iron and
aluminum oxides and fluoride salts as well as having traces of zinc, chromium
and magnesium in its solution. Iron was also found in concentrations eight times
bigger than the ones allowed by the Brazilians legislations. These data prove not
only the toxicity but also the ecotoxicity of the SPL and cast a warning on its
potential risks to the environment and the human wellbeing.

Keywords: SPL. Toxicity. Root growth and germination. 1Cs, Chemical
prospection. Lactuca sativa.
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1 INTRODUCAO

O processo de purificacdo e refino do aluminio produz um residuo
constituido de uma mistura de substancias, dentre elas sais de cianeto fluoreto e
aluminio, altamente tdxico, o Spent Pot Liner (SPL) (SILVEIRA
2003;ANDRADE et al., 2008).

A ABNT (Associacdo Brasileira de Normas técnicas) classifica um
composto como téxico baseando-se em sua composi¢do quimica e em testes de
solubilidade e de lixiviagdo (ABNT, 2004), no entanto ndo exige testes que
determinem o potencial ecotoxicolégico do composto, 0 que faz com que 0s
efeitos do composto em sistemas bioldgicos ndo sejam levados em conta.

Dentre os testes com modelos biol6gicos encontra-se 0 ensaio de
germinacéo e crescimento radicular. Ensaios dessa linha com plantas vasculares
sdo particularmente interessantes por permitirem a avaliacdo de efeitos adversos
de um composto toxico na germinagdo e crescimento radicular ainda nas fases
iniciais de desenvolvimento da semente (DUTKA, 1989; LEWIS, 1995).
Gopalan (1999) e Valerio e et al. (2007) descrevem os bioensaios de germinagdo
e crescimento radiculares como sendo simples, rapidos, confidveis e muito
baratos por ndo necessitarem de equipamentos de alta tecnologia. Além disso, a
raiz € o primeiro 6rgdo vegetal a entrar em contato com a solucdo ou substrato
contendo a substéncia a ser analisada, logo alguns autores recomendam a
conducdo do teste de germinacdo e avaliacdo de crescimento radicular para
verificar a possivel fitotoxicidade de substancias (VALERIO et al., 2007).

No que diz respeito a prospeccdo quimica existe uma pletora de
possiveis ensaios a se conduzir. Um dos mais fundamentais e basicos desses
ensaios é a analise de difracdo de raios-X, uma técnica usada para elucidacdo
quimica da estrutura de compostos cristalinos (TOMAINO, 1994). De acordo

com Srodon et al. (2001), a difracdo de raios-X é a melhor técnica para
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identificacdo de minerais em substancias granulares como rochas, solos e poeira
de construgdes.

Outra técnica possivel de se empregar é a analise espectroscépica de
infravermelho. Técnicas espectroscopicas de maneira geral sdo Otimas para
identificacdo de um composto ou para a analise de composicdo de uma dada
amostra. A espectroscopia de infravermelho é comprovadamente eficaz no
estudo da elucidagdo quimica da estrutura de minerais (FROST et al., 2006 e
2007). Ela é de rapida execucdo e ndo destrutiva, sendo indicada para analise de
composicao de misturas complexas (WANG et al., 2011).

As analises térmicas também sdo de grande utilidade. A Federacédo
Internacional de Andlises Térmicas e Calorimetria (ICTAC — sigla em inglés)
define analises térmicas como sendo um conjunto de técnicas em que uma
propriedade fisica ou quimica de uma amostra é monitorada através do tempo
mantendo-se a temperatura da amostra e a atmosfera onde o ensaio acontece
controlados (LANGIER-KUZNIROWA, 2002).

Lixiviagdo é o processo de extragdo de uma substancia presente em
componentes solidos através da sua dissolucdo em um liquido. Os ensaios de
lixiviagdo sdo utilizados para determinar ou avaliar a estabilidade quimica dos
residuos, quando em contato com solugdes aquosas, permitindo assim verificar o
grau de mobilidade de contaminantes. (VIJAY & SIHORWALA, 2003).
Destarte, a partir das técnicas descritas é possivel avaliar a composicdo do
lixiviado do SPL.

Todas essas técnicas quando empregadas conjuntamente fornecem uma
Otima base de dados para se avaliar os riscos e o potencial toxico de um
composto tanto de maneira teérica, com as anélises quimicas, como também de
uma maneira mais prética avaliando as reagdes de sistemas bioldgicos, através

dos bioensaios.
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Com isso em mente, este trabalho visa, por meio de ensaios de
prospeccdo quimica, elucidar a constituicdo do SPL e a fracdo deste que se
encontra em seu lixiviado e, adicionalmente, langar mdo do bioensaio de

germinacdo e crescimento radicular para avaliar o seu potencial ecotoxicologico.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Analises Quimicas

Foi utilizado 1Kg de SPL bruto (assim como o descartado pelas industrias de
aluminio) em pé para as analises. Os graficos foram interpretados usando 0s

softwares Mercury® e Crystallographica®.

2.1.1 Difracéo de raios-X

As analises de difracdo de raios-X (XRD) foram realizadas em um
aparelho 60 Faxitron HP, modelo 43855AX com intensidade de radiagdo de 35
KV, 25 mA de corrente e angulacéo de 4 a 100° 2] a uma taxa de 0,01° 2[ st
e tempo de permanéncia do detector de 0,5s °2[1 ~ conforme protocolo
estabelecido pelo Centro de Analise e Prospec¢gdo Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

2.1.2 Analise Térmica

O SPL so6lido foi aguecido numa faixa de temperatura de 30°C a 900°C,
sob fluxo de N, e de 900°C a 1100°C e de ar sintético, com taxa de aquecimento
de 10°C min™. As analises foram realizadas em um analisador termomecanico
Shimadzu DTG-60AH do Centro de Andlise e Prospec¢do Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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2.1.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras sélidas foram caracterizadas utilizando a espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) utilizando pastilha
de KBr (300 mg de KBr para 3 mg de amostra) com faixa de varredura
compreendida entre 4.000 e 400 cm™ e resolugéo de 4 cm™.

As anélises de FTIR das amostras liquidas foram realizadas utilizando a
reflectincia atenuada (ATR) adicionando duas gotas da amostra, previamente
homogeneizada, sobre a superficie do cristal reflectante na faixa espectral de 400
a 4000 cm™ e resolucgdo de 4 cm™.

As andlises foram realizadas no Centro de Analise e Prospec¢do
Quimica da Universidade Federal de Lavras, utilizando o equipamento
DIGILAB EXCALIBUL, série FTS 3000

2.1.4 Lixiviacéo

Para a realizacdo da metodologiaxza\de lixiviacdo foi seguido o
procedimento referente a normativa NBR 10.005.

Pesou-se 1,000 g de SPL, mantendo-se o pH=5, utilizando acido acético
(H;CCOOH) 2 mol L™, por 24 horas de contato sob agitagio do tipo “jar test”
em uma proporcao de solvente de 16:1. Ap6s o tempo de contato a solucéo foi
filtrada em papel de filtro com membrana com poros de 0,45 mm conforme
protocolo estabelecido pelo Centro de Analise e Prospeccdo Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A determinacgéo dos elementos no extrato lixiviado foi realizada em um

equipamento de absorcdo atdbmica Spectra AA 110 Varian localizado no
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Laboratério de Analise Foliar do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras.

2.2 Analise Fitotoxica

Utilisou-se semente de Lactuca sativa da variedade Crespa Grand
Rapidis como modelo para avaliar o efeito inibitério do SPL sobre o crescimento

e desenvolvimento radicular.

2.2.1 Preparacdo das solucdes

Seis concentragbes de SPL (1,5,10,20,40 e 80 g/L de SPL) foram
utilizadas no estudo. As solugdes foram preparadas dissolvendo o SPL em CaCl,
a 0,0lM (ANDRADE et al., 2008,2010). O CaCl, 0,01M foi utilizado para
simular o efeito das forcas idnicas presentes naturalmente no solo durante a
lixiviacdo desse material (ANDRADE et al. 2008). Além disso, CaCl, ndo
apresenta efeitos toxicos ndo comprometendo, portanto, os testes (FERRETI et
al., 2008).

As solucbes foram agitadas a 180 rpm por 12h, posteriormente deixadas
em repouso por mais 12h. O procedimento foi repetido 3 vezes até completar um
total de 72h. Apos estas 72h, o sobrenadante foi coletado e filtrado.

Como controle negativo foi utilizado agua destilada e uma concentragéo
CaCl, a 0,01M puro.

2.2.2 Ensaio de germinacéo e crescimento radicular

O experimento foi montado em DIC (delineamento inteiramente

casualisado) contendo doze placas de petri de cada tratamento. Cada placa



54

continha trinta sementes de Lactuca sativa var. Crespa Grand Rapidis colocadas
sobre papel de germinacdo com 5ml de solucdo de SPL. As placas foram
cobertas com papel aluminio a fim de evitar influencia da luz (NARWAL et al.,
2009). As placas de petri com os tratamentos foram mantidas por 96 horas em
uma BOD a 24 graus Celsius.

Nos periodos de 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas, apds exposicdo ao SPL, foi
contado o nimero de sementes germinadas e posteriormente calculou-se o indice
de velocidade de germinacdo (IVG) [(N1x1) + (N2-N1)x1/2 + (N3-N2)x1/3 + ...
(Ny-Ny-1)x1/y, onde Ny representa 0 nimero de sementes germinadas em um
dado periodo e y representa o numero total de periodos de avaliagdo, nesse caso
5] e a porcentagem de sementes germinadas (total de sementes germinadas/total
de sementes do tratamento x 100).

Ap6s um periodo de 96 horas, as raizes foram medidas utilizando um
paquimetro digital. As médias dos comprimentos obtidos foram utilizadas para
obtencdo de uma curva de regressao linear (concentracdo de SPL x crescimento).

Com base na curva de regressdo foi determinado o ICsg, concentragéo na
qual ocorre 50% de inibicao no crescimento radicular.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o software livre “R” (R
Development Core Team, 2011) e o teste de média empregado foi o Teste de
Kruskal Wallis.
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3 RESULTADOS

3.1 Prospeccdo Quimica

Vérias metodologias foram empregadas para avaliar a composicdo e

estrutura quimica do SPL

3.1.1 Difragéo de Raios-X

A figura 1 representa o diftograma do SPL na forma sélida obtido a
partir da analise de difracdo de raio-X. Foi possivel observar que o SPL é
composto por éxido de ferro presente na forma goethita (LJ-FeOOH) e 6xido de

aluminio.

1-Alumina
2-Goethite

1000 —

Intensity (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70
Position (2 Theta)

Figural Difratograma do SPL. Eixo X — angulo de incidéncia. Eixo Y-
Intensidade de difracdo
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3.1.2 Analise Térmica

A Figura 2 demonstra o termograma do SPL com sua respectiva curva e
derivada termogravimétrica. Foi observado que o SPL possui um carater
inorganico uma vez que apresenta estabilidade térmica e teor de cinzas de 71%.

Pela andlise da TGA (andlise termogravimétrica) e DTA (derivada
termogravimétrica) ficam evidenciados trés picos de perda de massa (Figura 3):
(1) o pico em 250°C, endotérmico, correspondente a perda de dgua de hidratacao
e a perda da hidroxila estrutural; (2) o pico em torno de 600°C e (3) 0 ombro
entre 700 e 900°C. Estes dois ultimos picos correspondem ao colapso das
estruturas minerais presentes no SPL, levando a um aumento de entropia (grau

de desordem do sistema) e a consequente liberagdo de energia (pico exotérmico).

TGA DTA
% uv

100.00 - 130.00

12000
110.00
50.00] M 10.00
1-10.00
120,00

0.00+ 4 -30.00

0.00 500.00 1000.00
Temp [C]

Figura2 termograma do SPL com sua respectiva curva termogravimétrica
(curva superior) e derivada termogravimétrica (curva inferior)
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3.1.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 3 representa o espectro de FTIR do SPL. Pela analise dessa
figura é possivel notar uma banda entre 3600 e 3400 cm-1 correspondente ao
estiramento O-H resultante da goethita. O pico pouco intenso em 2050 cm™
corresponde a presenca de compostos nitrogenados, entretanto sua baixa
intensidade mostra sua pequena presenca no SPL. O pico em 1000 cm™
corresponde a presenca de silicatos e a deformacdo angular O-H. A forte
absorbancia entre 900 e 500 cm™ se deve a presenca de compostos halogenados

como fldor.

B0
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura3 Espectro de FTIR do SPL
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3.1.4 Lixiviacéo

O pH constatado para o lixiviado foi de 9,85 lixiviado e mostra o carater
basico do SPL. Além disso, foi possivel notar que o lixiviado do SPL apresentou
tracos de zinco, cromo e manganés, além de apresentar uma concentragao
bastante elevada de ferro. A Tabela 1 corresponde a concentracéo de diferentes
metais no lixiviado do SPL.

A Figura 4 corresponde a andlise do espectro de FTIR do lixiviado do
SPL. Pela observagéo dessa figura se nota uma banda intensa entre 3600 e 3300
cm-1 corespondente ao estiramento O-H. Os picos em 1650 e correspondem a
grupamentos organicos, sendo o primeiro correspondente a ligacdo C=C, e o
segundo correspondente a deformacdo angular -CH,-. A forte absorbéncia entre
900 e 500 cm™ se deve a presenca de compostos halogenados como fldor.

Pela avaliacdo da Tabela 1 e da Figura 4, conjuntamente, é possivel
afirmar que os compostos lixiviados do SPL sdo os Oxidos de ferro, alguns

grupamentos organicos e os sais de flor.

Tabelal Analise do Lixiviado do SPL

pH Fe(mg/L) Zn(mg/L)  Mn(mg/L)  Cu(mg/L) Cr(mg/L)

9,85 120 0,0888 0,11 0 0,25
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Figura4 Espectro de FTIR do lixiviado do SPL

3.2 Ensaio de Germinagao e Crescimento Radicular

A Tabela 1 elucida as porcentagens médias de sementes germinadas e 0s
indices médios de velocidade de germinacdo para cada tratamento de SPL
testado.

Foram observadas reducfes significativas em relacdo ao controle no
total de sementes germinadas a partir do tratamento de 10% SPL, sendo que na
maior concentracdo testada (80% SPL) houve uma reducdo de 85,74% no
nimero total de sementes germinadas. Para os tratamentos de 1% e 5% ndo
houve reducdo na germinacéo de sementes em relacdo ao controle.

Adicionalmente observou-se que o SPL reduziu a velocidade de

germinacdo das sementes. Reducdo significativa foi observada a partir do
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tratamento de 5% SPL. No tratamento de 80% SPL essa reducéo no IVG foi de
89,65%. De maneira geral notou-se uma relacdo direta entre redugdo de
velocidade de germinacdo e reducdo na porcentagem total de sementes
germinadas.

A Tabela 1 torna claro o comprimento médio das raizes observado para
cada um dos tratamentos. Foi observada uma queda progressiva no comprimento
das raizes chegando a uma reducéo total no tamanho medio de aproximadamente
98,37%.

A Figura 1 ilustra a curva de regressdo obtida com os valores médios do
crescimento radicular. Através dessa curva foi possivel definir o ponto onde ha
50% de inibi¢do no crescimento radicular, o que representa o 1Cs,. Tal ponto foi
determinado como sendo correspondente a uma concentracdo de
aproximadamente 26,5 g/L de SPL. O R2 da curva obtida foi igual a 0,9937
mostrando que ela foi altamente representativa e que os valores obtidos através

de estimativas baseadas nela sdo consideravelmente confiaveis.
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Tabela2 Ensaio de Germinagéo e Crescimento Radicular

Tratamentos Porcentagem de VG

Sementes Germinadas

Agua 97,01+ 0,78 19,20 + 0,28
CaCL, (0,01M) 97,39 + 0,99 19,33+0,16
1g/L SPL 96,10 + 0,08 17+0,33
5g/L SPL 96,74 + 0,56 14,33+ 0,51 *
10g/L SPL 93,75+ 0,69 * 10,66 + 1,22 *
20g/L SPL 85,14 + 1,75 * 8,66 + 1,27 *
40g/L SPL 78,35+ 3,62 * 5+0,33 *
80g/L SPL 13,88+ 1,15 * 2+0,02*

Valores médios seguidos dos desvios padrfes das porcentagens de sementes germinadas
bem como dos indices de velocidade de germinagdo para os tratamentos testados.
Valores seguidos por * diferem significativamente do controle.
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Crescimento x Concentracao

25 | e24s
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Figura5 Curva de regressao linear para os valores médios de comprimento das
raizes germinadas

Nota: os pontos indicam as médias dos tratamentos e a linha representa a curva de
regresséo linear cuja formula é igual a: Crescimento = 0,0003 Concentragdo® —
0,05 Concentragdo + 2,3451. O |ICsy foi determinado como sendo
aproximadamente 26,5 g/L de SPL. Para a agua observou-se um tamanho médio
nas raizes igual a 2,51 cms.
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4 DISCUSSAO

Fica evidente pelos resultados obtidos no presente trabalho que o SPL
apresenta um amplo potencial toxico. A avaliagdo desse potencial foi conduzida
tanto em nivel biol6gico através de um teste de germinacdo e crescimento
radicular quanto por meio de uma série de testes de prospecgdo quimica.

Os testes de prospeccdo quimica mostraram tanto a presenca de metais
pesados na composic¢do do SPL, 6xidos de ferro e de aluminio, como também o
seu carater inorganico e evidenciaram a presenca de compostos alogenados,
possivelmente o fluoreto, uma vez que este ja foi constatado por outros trabalhos
como sendo componente do SPL (ANDRADE et al. 2008; SILVEIRA, 2003).

O efeito exato do fluoreto nos sistemas biol6gicos ndo é totalmente
conhecido (FRANZARING et al., 2007). No entanto, sabe-se que ele pode ser
acumulado nos vegetais causando uma série de danos como alteragGes
metabdlicas, lesdes foliares e reducdo no crescimento e desenvolvimento deste.
O fluoreto é absorvido da atmosfera pelas folhas podendo causar necrose nos
tecidos foliares (ABDALLAH et al., 2006). O fluoreto interage com sistemas
celulares mesmo em pequenas doses e sabe-se que ele pode induzi-los a um
processo de stress oxidativo (BARBIER et al., 2010).

Em humanos, a exposicdo excessiva e prolongada a esse ion pode
acarretar um problema sério conhecido como fluorose. Os principais sintomas da
fluorose sdo manchas dentérias e deformidades esqueléticas. 1sso ocorre devido
a acdo desse ion sobre as células 6sseas (osteoblastos e osteoclastos).
Adicionalmente, ja foi relatada a acdo do fluoreto sobre células de tecidos moles,
€omo nos rins, sistema nervoso e gbnadas (NRC, 2006).

A presenca de Oxidos de aluminio no SPL indica que durante a

purificacdo da bauxita o aluminio ndo foi totalmente separado da matéria-prima,
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sendo, portanto, descartado juntamente com os demais residuos do processo
(SILVEIRA, 2002).

O O6xido de ferro é um contaminante natural da bauxita, ele é separado
da alumina por meio do processo Bayer. Nesse processo a bauxita é lavada com
uma solucdo quente de hidréxido de sédio (NaOH), a 175°C o que promove a
convercdo dessa em hidroxido de aluminio, (AI(OH)s) que se dissolve na
solucdo. O aluminio em solucdo é posteriormente recuperado através de
preciptacdo em baixas temperaturas (POWER & LOH, 2010).

Os metais pesados de maneira geral sdo considerados tdxicos e
sabidamente causam danos ao DNA podendo levar até ao surgimento de
carcinomas em humanos (MICO et al. 2006; OWENS & NIEMEYER, 2006;
MENDIGUCHIA et al. 2007).

O actmulo de metais pesados nos sistemas bioldgicos € prejudicial e
esse pode ocorrer por inalagdo, ingestdo ou contato direto da pele com
compostos que contenham esses elementos (MIGUEL et al. 2007; BABULA et
al, 2008). No caso especifico do SPL a maior preocupacao é com a ingestdo de
alimentos ou de agua contaminados pelo lixiviado do residuo, portanto saber a
composicao quimica do lixiviado é de extrema importancia.

O pH do lixiviado do SPL é de natureza basica. Esse dado indica que o
composto possui um alto potencial de se lixiviar em condicGes acidas como em
solos degradados e regides de forte atividade industrial. Isso é especialmente
preocupante quando se leva em consideracdo a produgdo de SPL, estima-se que
um milh&o de toneladas desse residuo sejam produzidos anualmente no mundo
(LISBONA & STEEL, 2008) e que lixiviados de residuos industriais podem
contaminar fontes de agua potavel e afetar a saude humana (CHANDRA et al.,
2005).

Além disso, notou-se que o lixiviado possui ndo sé a presenca de tragos

de manganés, cromo e zinco, compostos que ndo foram notados na anélise de
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raios-X possivelmente devido a sua baixa concentra¢cdo no SPL, como também
sais de fluor e ferro, este Ultimo presente em concentragBes oito vezes maiores
que a permitida pela legislacdo nacional (15mg/L- Resolu¢do Conama 397 de 03
de marco de 2008).

O ferro é um metal de grande distribuicdo na crosta terrestre, é o
segundo metal mais abundante ficando atrds apenas do aluminio que também é
componente do SPL. Ele é de extrema importancia, pois faz parte de uma série
de processos metabodlicos basicos dos sistemas bioldgicos, como o transporte de
oxigénio e a fotossintese (FONTECAVE & PIERRE, 1992). No entanto, uma
dose excessiva de ferro pode causar intoxicacdo. Em humanos sintomas de
intoxicacdo por ferro sdo diarreia, vomitos, aumento do ndimero de glébulos
brancos e uma alta taxa de glicose no sangue (hiperglicemia), podendo levar ao
surgimento de obstrugdes intestinais e cirrose (AREZZINI et al. 2002).

Esse metal pesado em altas concentracdes € citotoxico e pode ser letal
afetando quase todos os 6rgdos. A absorcdo de ferro é normalmente regulada de
modo a evitar a acumulagdo desse no organismo, porque ndo ha nenhum
mecanismo fisiolégico que consiga eliminar o excesso de ferro no corpo. A
toxicidade do ferro deve-se a sua acumulacdo em sua forma livre, ou seja, nao
ligado a moléculas protetoras como a transferrina ou a ferritina (MENEGHINI,
1997).

Os trabalhos que avaliam a toxidade do SPL ndo levaram em conta, até
hoje, o ferro como sendo um dos principais agentes da toxidade do SPL, fica
claro, no entanto, que o ferro € um importante fator nos mecanismos de toxidade
desse composto e que se lixivia facilmente e em profusdo devendo ser
considerado juntamente com os sais de fluoreto e cianeto e o aluminio como um
dos principais agentes da nocividade do SPL.

Os dados aqui apresentados sdo preocupantes, pois demonstram que o

lixiviado do SPL possui alto potencial toxico, devido a isso o cuidado com seu
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descarte deve ser grande, depositos de SPL a céu aberto, por exemplo,
representam grande perigo ndo s6 a salide humana mas a ecossistemas proximos
dele.

E importante salientar que ndo foi possivel constatar a presenca de
cianeto nem no composto nem no lixiviado, o que difere da literatura
(SILVEIRA, 2003 e ANDRADRE, 2008). Uma possivel explicacdo para isso
seria a ocorréncia de baixas concentracfes desse elemento, o que tornaria ele
dificilmente detectavel por técnicas mais generalistas, que ndo sdo especificas
para a identificacdo de compostos cianidricos.

Testes de germinacdo e crescimento radicular ja foram feitos para o SPL
anteriormente (ANDRADE et al., 2010), no entanto os autores incluiram uma
série de tratamentos que nao abrangeram a potencialidade tdxica total do SPL, 0s
tratamentos utilizados no presente estudo vao desde concentracdes bastante
reduzidas (1g/L de SPL) até concentragdes muito elevadas (80g/L de SPL),
abrangendo um grande espectro de acao do residuo.

As raizes expostas ao SPL apresentaram tanto uma reducdo no
comprimento final quanto uma diminui¢do na porcentagem total de sementes
germinadas, 0 que corrobora com os resultados obtidos por Andrade et al.
(2010).

A inibicdo na germinacéo, refletida pela reducdo na porcentagem total
de sementes germinadas, foi observada ja a partir do tratamento de 10g/L de
SPL, o que mais uma vez evidencia a toxicidade do SPL, visto que testes de
germinacéo e crescimento radicular séo especialmente eficientes quando usados
para indicar fitotoxidade de contaminantes de solo, sendo que a taxa de
germinacdo é considerada o parametro mais sensivel para avaliacdo de
fitotoxidade de metais pesados (VALERIO et al. 2007).

Outro pardmetro que demonstra os efeitos fitotoxicos do composto é o

IVG. Notou-se que a partir da concentragdo de 5g/L esse indice sofreu reducdes,
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isso demonstra a capacidade do SPL de retardar a germinagdo (protusdo
radicular), o crescimento e o desenvolvimento de raizes. Isso é nocivo aos
vegetais, pois a raiz é um orgao de extrema importancia, envolvida na obtencéo
de nutrientes e agua, ancoragem da planta, producdo hormonal além de ser um
meio de interacdo entre as plantas e bactérias do solo (YAO et al., 2002).

O crescimento radicular foi reduzido possivelmente devido a presenca
de Al e uma série de outros metais pesados evidenciados na composi¢éo quimica
do lixiviado de SPL pelas andlises quimicas conduzidas neste trabalho, como
ferro, manganés e zinco. Todos esses metais tem agdo fitotoxica inibitoria do
crescimento radicular (LIU et al., 1992; OUZOUNIDOU et al., 1995;
MATSUMOTO, 2000; SEREGIN et al., 2004), sendo que em alguns casos eles
podem inclusive provocar alteracdes morfol6gicas na raiz (EL-GHAMERY et
al., 2003). Essas alteracOes estruturais na raiz foram demonstradas para o SPL
através de imagens de microscopia eletrbnica apresentadas no trabalho de
Andrade e et al. (2010).

A acdo principal do aluminio é a inibicdo do crescimento radicular,
podendo estar relacionada a redugdo da proliferacdo celular quando esse se aloca
no simplasto, principalmente na regido meristematica da raiz (MATSUMOTO,
2000)

E importante salientar também que o SPL provoca reducdo no indice
mitdtico e causa uma serie de aberracGes cromossémicas, bem como induz as
células dos modelos testados a entrarem em um processo de morte celular
programada (ANDRADE et al. 2008, 2010 e ANDRADE-VIEIRA, 2011), todos
esses sdo fatores que tém efeito direto nas taxas de germinacéao e crescimento de
raizes, uma vez que reduzem o numero de divisdes celulares, de células viaveis e
comprometem a elongacéo celular. E interessante também chamar atencio para
o fato de ndo ter havido diferencas entre o controle negativo com a agua e com

CaCl,0,01M, o que comprova que este Ultimo ndo tem efeitos fitotdxicos.
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Outra grande importancia do ensaio de crescimento radicular é a
determinagdo do ICs, (Inibicdo de Crescimento 50%), que corresponde a
concentracdo do agente testado em gue o tamanho das raizes do modelo vegetal
€ 50% menor que o das raizes do tratamento controle (LIN & XING, 2007). Essa
é uma concentracdo bastante representativa dos efeitos do composto, uma vez
que é alta o suficiente para ter efeitos toxicos claros, passiveis de serem
mensurados e analisados por diversos bioensaios, sem que seja excessivamente
nociva, o que comprometeria o resultado da maioria dos ensaios biol6gicos.

Foi constatado que o ICso do SPL é igual a uma concentracdo de 26,5
o/L do composto, essa é maior que o tratamento mais concentrado utilizados nos
trabalhos de Andrade et al. (2008,2010 e 2011), logo pode se dizer que o real
potencial toxico desse composto ndo foi perfeitamente constatado ainda, a maior
concentracdo testada até o presente momento tem um potencial inibitério menor
do que 50%. Estudos citogenéticos utilizando o ICs, como base podem ser de
grande importancia para elucidacdo dos mecanismos de toxidade do SPL.

Fica comprovado que os testes de germinacdo e crescimento
empregados conjuntamente com analises quimicas sao eficazes para demonstrar
0 potencial toxico de misturas complexas derivadas do processo industrial e

pode ser incorporado pelos érgados de fiscalizagdo para tal fim.
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5 CONCLUSAO

O SPL representa um sério risco ambiental e possui um elevado
potencial toxico, possuindo compostos alogenados como o fllor e metais
pesados como ferro, cromo, zinco e manganés em sua composicdo. Esses
elementos podem se lixiviar principalmente em solos degradados e regides de
intensa atividade industrial devido ao caréater basico do SPL.

O potencial nocivo do SPL em modelos bioldgicos foi evidenciado pela
inibicdo no crescimento e germinacdo de sementes de alface expostas ao

lixiviado do composto.
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RESUMO

O presente trabalho estudou os efeitos dos principais componentes
quimicos (fluoreto, cianeto e aluminio) do SPL (Spent Pot Liner), um residuo da
producdo de aluminio, bem como a interagdo entre esses efeitos e como cada um
desses compostos contribui para a toxidade do SPL. Por meio de andlises
qguimicas se determinou a concentracdo de fluoreto, cianeto e aluminio
encontrada nas concentrac@es referentes ao 1Csy, 0,5 ICs € 1,5 1Cso do SPL.
Constatou-se que os trés se encontram em concentragdes acima das permitidas
por organizacBes de salde e governamentais. Foi empregado um teste de ciclo
celular utilizando-se Lactuca sativa como modelo. Observou-se que todos os
componentes testados apresentam efeito toxico. O aluminio é o principal
responsével pela reducéo no IM causada pelo SPL. As alteragBes cromossdmicas
induzidas pelo residuo sdo resultantes de uma interacdo de seus trés principais
componentes sem que haja predominéncia da a¢do de um ou de outro. A indugéo
de nucleos condensados se deve principalmente a acdo do aluminio e do fluoreto
e possivelmente indica a ocorréncia de morte celular programada.

Palavras-chave: SPL. Ciclo celular. ICs,. Lactuca sativa. Aluminio. Cianeto.

Fluoreto.
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ABSTRACT

The present work studied the effects of the main chemical components
(fluoride, cyanide and aluminum) of SPL (Spent Pot Liner), a waste of the
aluminum production, as well as the interactions amongst these effects and how
each one of these elements contribute to the SPL toxicity. Trough chemical
analysis the fluoride, cyanide and aluminum concentration on the concentrations
referent to the 1Csy, 0.5 IC5y and 1.5 ICsy of the SPL were determined. It was
shown that all 3 of these elements are above the maximum allowed
concentrations by governmental and health organizations. A cell cycle test was
employed utilizing Lactuca sativa as model. All the tested components have
toxic effects. Aluminum contributes heavily to the reduction of the Ml caused by
SPL. Chromosomal alterations inducted by SPL are the result of the joint action
of the three tested elements, there is no predominant action of neither of them.
The induction of condensate nucleus is due mainly to the effects of aluminum
and fluoride and is a stron indicator of the occurrence of programmed cell death

Keyworlds: SPL. Cell cycle. 1Cs, , Lactuca sativa. Aluminum. Cyanide.
Fluoride.
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1 INTRODUCAO

O Spent Pot Liner (SPL) é um residuo sélido da producéo de aluminio e
é formado por uma série de substancia que se acumula nas cubas de reducdo da
alumina durante os processos de purificacdo e refino da bauxita (SILVEIRA,
2002). Estima-se que cerca de 1 milhdo de toneladas desse residuo seja
produzido anualmente no mundo (LISBONA & STEEL, 2008).

O SPL pode ser lixiviado, contaminando corpos d agua e plantagdes ou
até mesmo ecossistemas inteiros, representando, portanto, um risco para a satde
humana, além de um grave risco ecolégico (CHANDRA et al., 2005).

Entre os diversos compostos que constituem o SPL trés sdo apontados
como os principais agentes de sua toxidade: sais de cianeto, de fluoreto e o
aluminio (SILVEIRA, 2003 ; ANDRADE 2008).

O aluminio (AP**

) é conhecido por afetar diversos processos fisioldgicos
e celulares nas plantas, suas ligacGes sdo fortes e dificeis de serem desfeitas
(CHAPUIS & FAVIER, 1999). Ele pode se acumular nas células e formar
depositos volumosos incompativeis com o desempenho das fungdes bésicas
celulares (GALE, 1987).

O efeito do fluoreto (F) nas plantas ndo € conhecido com clareza
(FRANZARING et al., 2007). No entanto, ele pode ser acumulado nestas
causando danos que vao desde alteracGes metabdlicas, lesbes foliares, redugédo
no crescimento e desenvolvimento, até prejuizos no ecossistema como um todo.
Nas folhas, por onde é absorvido da atmosfera pelas plantas, pode ser observada
a necrose como principal sintoma de toxidez ao flior (ABDALLAH et al.,
2006).

O cianeto (CN) é um contaminante comum do solo e em geral é
encontrado associado com gas manufaturado, plantas condutoras de elétrons e

em minas de metais preciosos, sendo conhecido por ser toxico a todos os
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organismos. Nos locais onde é encontrado, ele estd associado a compostos
férricos, apesar dessas formas serem menos téxicas do que o cianeto livre (CN),
ele ainda é perigoso, pois pode ser liberado desses compostos por fotélise
(MEEUSSEN et al., 1992; ZIMMERMAN et al., 2007).

A relagdo que essas substancias possuem com o solo e com 0s
organismos interessa muito no que se refere ao comportamento do SPL. Com
isso em mente este trabalho teve como objetivo elucidar os efeitos citotoxicos
dos principais componentes do SPL e fazer inferéncias sobre a contribui¢éo

desses nos mecanismos de toxidade do SPL.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Analise de Composicdo Quimica de Solugdes do SPL para o0s seus
Principais Componentes

Concentragdes de SPL baseadas em seu ICsy (inibicdo de crescimento
50%) foram analizadas para se determinar sua composi¢cdo quimica para seus

principais componentes .

2.1.1 Preparacéo das Solugoes

As solucbes foram preparadas com intuito de simular o processo de
lixiviacdo natural, dissolvendo SPL em CaCl, a 0,01M. O CaCl, é utilizado para
fornecer a forca idnica presente naturalmente nos solos, meio pelo qual o SPL
contamina o ambiente (ANDRADE et al., 2010). Além disso, CaCl, nédo
apresenta efeitos toxicos ndo comprometendo, portanto, os testes (PALMIERI et
al., Capitulo 2) . As solucdes foram agitadas a 180 rpm em uma mesa agitadora
por 12h, posteriormente deixada em repouso por mais 12h. O procedimento foi
repetido 3 vezes até completar um total de 72h. Apéds as 72h, o sobrenadante foi
coletado e filtrado.

Foram preparadas trés concentragdes de SPL (13,25; 26,5; 39,75 g/L de
SPL — SPL 1,2 e 3 respectivamente), As quais foram baseadas no ICs, (inibicéo
de crescimento 50%), determinado em ensaios de germinagdo e crescimento
radicular utilizando Lactuca sativa como modelo (Palmieri et al, Capitulo 2). As
concentragdes correspondem & metade do 1Cs, 0 préprio ICso € uma vez e meia
0 ICs, respectivamente.

O ICs, é uma concentracdo de grande importancia em estudos de

toxidade, pois ¢ alta o suficiente para ter efeitos toxicos claros, passiveis de
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serem mensurados e analisados por diversos bioensaios, sem que seja
excessivamente nociva, o que comprometeria o resultado da maioria dos ensaios
bioldgicos. Em termos citogenéticos, é possivel a obtencdo de raizes de

tamanho adequado para a confeccao de laminas.

2.1.2 Analise de Composi¢do Quimica das Solugdes de SPL para Fluoreto,
Cianeto e Aluminio

A metodologia utilizada segui aquela encontrada no livro “Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater” 212 Edigcdo (EATON et
al., 2005) para os compostos analisados. A amostragem foi a determinada pela
normativa ABNT NBR 9898 (ABNT, 1989).

2.2 Anadlise de Ciclo Celular

A analise de ciclo celular foi feita utilizando-se Lactuca sativa variedade

Crespa Grand Rapids para se avaliar os efeitos citotoxicos do SPL.

2.2.1 Tratamento das Raizes

Cianeto de Potassio (KCN), Fluoreto de Sédio (NaF) e Sulfato de
Aluminio e Potassio KAI(SO,4), foram dissolvidos em CaCl, a 0,01M para se
obter as concentra¢des de cianeto, fluoreto e aluminio correspondentes aquelas
encontradas nas concentragdes 0,5 1Cs, IC5 € 1,5 1Cso do SPL determinadas
pela analise quimica. O processo de preparo dessas solucGes foi 0 mesmo

daquele utilizado na andlise de composic¢ao quimica.
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Foram preparadas também solugdes de SPL idénticas aquelas preparadas
durante a analise quimica pelo mesmo processo. Como controle negativo foi
utilizado CaCl, a 0,01M.

Sementes de Lactuca sativa var. Crepa Grand Rapidis (alface) foram
colocadas diretamente em placa de petri com papel filtro umedecido com as
solucdes de fluoreto, cianeto, aluminio e SPL separadamente. As raizes foram
coletadas ap6s 48h de exposigdo e fixadas em solucéo de etanol/acido acético
(3:1) por um periodo minimo de 24 horas. A solucdo de CaCL, (0,01M) foi

usada como controle negativo.

2.2.2 Andlise de Citotoxidade

As raizes fixadas foram lavadas, hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 10
minutos e coradas com orceina acética. Para o preparo das laminas, o meristema
foi picotado em pequenos pedacos, coberto com laminula e esmagado em acido-
acético 45%.

As alteragdes cromossdmicas e nucleares foram analisadas em diferentes
estagios da divisdo celular (profase, metéfase, anafase e telofase). A presenca de
nucleos interfasicos condensados foi usada como indicador do processo de morte
celular (ANDRADE, 2008 ; ANDRADE-VIEIRA, 2011). Foi avaliado também
o indice mitético de cada tratamento, dado pela razdo entre o total de células em
divisdo pelo total de células observadas.

Foram avaliadas aproximadamente 1000 células por Idmina e 10 laminas
por tratamento, totalizando 10000 células. Para os testes estatisticos foi utilizado
o0 software livre “R” (R Development Core Team, 2011) empregando o teste de
Kruskal Wallis.
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3 RESULTADOS

3.1 Andlise de Composic¢ao Quimica das Solucbes de SPL para Fuoreto,
Cianeto e Aluminio

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 1. As concentracdes
de fluoreto e cianeto elevaram-se & medida que a concentracdo de SPL se elevou,
no entanto para o aluminio observou-se a menor quantidade no tratamento de

maior concentragdo de SPL.

Tabelal Unidades (mg/L) de Fluoreto Cianeto e Aluminio Presentes nas
Concentragdo de SPL testadas

Compostos SPL1(0,5 SPL2 SPL3 (1,5 LMP (mg/L)
1Cs0) (I1Cs0) 1Cs0)

Fluoreto 0,0577 0,3938 0,435 < 0,001

Cianeto 0,001503 0,0031 0,004592 <0,0002

Aluminio 0,00167 0,004588 0,0012 -

LMP — Limites Maximos Permissiveis em (Segundo Deliberacdo Normativa Conjunta
COPAM/CERH-MG n° 1 — 05/05/2008)

As concentragfes de fluoreto, aluminio e cianeto obtidas aqui seréo
tratadas, de agora em diante, como “Fluoreto”, “Aluminio” e “Cianeto” seguidos
de indicadores numericos (1, 2 e 3), onde 1 indica a concentragdo do elemento
referente ao SPL 1 (0,5 ICs), 2 a concentracdo referente ao SPL 2 (IC) € 3 a

concentragdo referente ao SPL 3 (1,5 ICx).
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3.2 Andlises de Ciclo Celular

Para as duas maiores concentragdes de fluoreto ndo foi possivel a
confecgdo de laminas, pois a inibicdo no crescimento de raizes e germinacgdo de
sementes foi tdo forte que ndo houve a possibilidade de se obter material para
montagem de laminas.

Para os demais tratamentos o indice mitético (IM), o nimero de
alteracfes cromossémicas (AC) e o numero de nlcleos condensados (NC) estdo
demonstrados na Tabela 2.

O IM apresentou diferencas significativas em relagdo ao controle apenas
para os tratamentos de SPL e para o Aluminio 2. A redugdo méxima no IM foi
observada para o SPL 3. O IM encontrado nessa concentracdo foi
aproximadamente 83% menor que aquele do controle.

Para as AC, todos os tratamentos testados apresentaram diferengas
significativas em relacdo ao controle, sendo que o Cianeto 3 foi aquele que
apresentou a maior média de alteragcBes cromossémicas por lamina (11,9% das
células), numero cerca de 15 vezes maior que o encontrado no tratamento
controle.

Para todos os tratamentos avaliados observou-se a ocorréncia de pontes
cromossémicas, micronucleos, C-metafases, cromossomos perdidos e pegajosos
como observado na Tabela 3. Nos tratamentos com aluminio e com fluoreto
observou-se grande nimero de pontes e micronlcleos e nos com cianeto houve
elevada ocorréncia de C-metéafases. Ocorreu grande nimero de cromossomos
pegajosos para todos os tratamentos avaliados. A Figura 1 demonstra uma
diversidade de alteragfes cromossdmicas encontradas nos varios testamentos
testados.

Para a presenca de NC os testes estatisticos mostraram que todos 0s

tratamentos, com excecdo do Aluminio 3 diferem significativamente do
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controle. Na maioria dos casos 0 aumento nesse parametro foi acentuado, sendo
que no SPL 3 o numero médio de nucleos condensados encontrado foi 542 vezes

maior do que no controle.

Tabela2 indice Mitético (IM) médio e média por lamina do ndmero de
AlteracGes Cromossdmicas (AC) e Nucleos Condensados (NC) para

cada tratamento
Tratamentos IM AC NC
Controle 5,2+0,38 0,8 +£0,35 0,2+0,13
SPL1 1,6 +0,47* 3,1+£1,72* 7,4 +1,92*
SPL 2 2,3 +0,46* 7,8+1,6* 6,6 £2,78*
SPL 3 0,9+047* 7,1 £2,89* 108,5 = 24,6*
Fluoreto 1 4,9 + 0,36 9,1 +1,39* 43+13*
Fluoreto 2 - - -
Fluoreto 3 - - -
Cianeto 1 51+0,44 9+2,08* 3,3+1,3*
Cianeto 2 52+0,30 8,2+0,97* 2,1+0,6*
Cianeto 3 56+041 11,9 £1,54* 2,9+£0,92*
Aluminio 1 51+047 6,6 £ 0,88* 8,3 £ 2,34*
Aluminio 2 3,3+0,38* 6,9 +1,41* 15,6 £ 3,26*
Aluminio 3 5,6 +0,25 8,6 +1,25* 0,6+0,3

Médias seguidas de desvio padrdo. Valores marcados com * diferem significativamente
do controle
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Tabela3 Porcentagem das alteragdes observadas em relagdo ao total de
alteragOes encontradas para cada elemento testado

Ponte Perdidos C- Pegajoso
S metafases s Micronucleos
SPL 18.07 16.87 19.28 31.33 14.46
Fluoreto  27.27 8.08 5.05 43.43 16.16
Cianeto 5.48 13.70 23.29 54.79 2.74
Alumini  25.64 5.13 6.41 47.44 15.38

0
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Figural Alteracdes cromossdmicas encontradas nos diversos tratamentos.

Nota: A - microndcleos em células interfasicas (Aluminio 2); B - Ponte cromossémica
em anafase (Aluminio 2); C - C-metafase (Cianeto 2); D - Stickness
cromossdmico em metafase (Fuoreto 2); E — Cromossomos perdidos em metafase
(Fuoreto 2); F- Nlcleo Condensado (SPL 2) . Imagens capturadas em objetiva de
100x.
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4 DISCUSSAO

As andlises quimicas comprovam a presenca de fluoreto, cianeto e
aluminio nas solugdes de SPL, o que estda de acordo com o encontrado por
Andrade et al. (2008).

Para o aluminio nota-se que na maior concentracdo de SPL a sua
concentracdo reduz. Essa reducdo na concentracdo de aluminio em solucdo a
medida que a concentracdo de SPL se torna mais elevada também condiz com o
que foi observado por Andrade et al. (2008) e possivelmente esta relacionada
com o limite de dissolucéo de substancias no solvente e com o pH.

O aluminio possui baixa solubilidade em meios aquosos (HEM et al.,
1973). Como o SPL é formado por uma mistura de substancias
(SILVEIRA,2002; ANDRADE et al.,2008; PALMIERI et al., Capitulo 2) a
medida que a concentragdo do composto aumenta, aumenta também a
concentragdo de todas as suas substancias componentes, isso satura o solvente
com substancias que se dissociam mais facilmente como sais de fluoreto e
cianeto, o que faz com que parte do aluminio contido no SPL se precipite e ndo
dissolva. Além disso, o aluminio tem maior facilidade de se dissolver em pHs
acidos, e o0 SPL possui pH basico (PALMIERI et al.,Capitulo 2)

Esse fato é provavelmente um indicio de que em ambientes naturais o
aluminio contido no SPL seja menos movel que seus demais componentes, e
represente, portanto menor risco ecolégico.

No entanto, a concentracdo de aluminio encontrada em todas as trés
concentragdes de SPL testadas excedeu o maximo considerado aceitavel para
aluminio em solucdo pela Organizacdo Mundial de Saide (0,2 mg/L)
(OMS,1998). Em humanos, intoxicacdo por aluminio pode estar associada a

doenga de Alzheimer e também a duas outras sindromes neurodegenerativas
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graves, Parkinson e esclerose amiotréfica lateral (CHAPUIS & FAVIER, 1999;
GARRUNTO et al. 1990).

As concentragdes de cianeto e fluoreto encontradas foram
consideravelmente superiores aos limites maximos permissiveis estabelecidos no
Brasil pelas normas federais (COPAM/CERH-MG n°l, 2008). Esse fato é
especialmente preocupante quando se considera o potencial toxico desses dois
compostos, principalmente no que diz respeito a salide humana.

A exposicdo em curto prazo a compostos cianidricos pode causar
tremores, dificuldades respiratérias e diversos sintomas neuroldgicos. Ja a
exposicdo por periodos prolongados é mais perigosa podendo causar perda de
peso, danificacdo de células nervosas, problemas tireoidianos podendo levar a
morte. Irritaces e feridas podem ser causadas por contato direto com liquidos
contendo cianeto em solucdo (DASH et al., 2009).

Ja a exposicdo excessiva e prolongada ao fluoreto pode levar a um
problema sério conhecido como fluorose. Os principais sintomas da fluorose sdo
manchas dentéarias e deformidades esqueléticas. Isso ocorre devido a acdo desse
fon sobre as células 6sseas (osteoblastos e osteoclastos). Adicionalmente, ja foi
relatada a acdo danosa do fluoreto sobre células de tecidos moles, como nos rins,
sistema nervoso e gonadas (NRC, 2006).

Nas analises citogenéticas o efeito toxico do SPL fica mais uma vez
comprovado, assim como fica também provado 0s riscos que 0s seus principais
componentes trazem a sistemas biol6gicos.

Pela avaliacdo do IM é possivel concluir que a sua reducdo se da
principalmente pela acdo do aluminio. O SPL inibe o crescimento radicular
(ANDRADE et al, 2008, 2010; PALMIERI et al, Capitulo 2) e ja foi
demonstrado que a principal acdo tdxica do aluminio em plantas é exatamente o
seu potencial de inibir crescimento radicular (MATSUMOTO, 2000;
KOLLMEIER et al., 2000; FRANTZIOS, 2001). O alongamento de raizes esta
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diretamente relacionado ao crescimento celular, assim como o indice de
proliferacdo celular, logo o aluminio tem uma agéo direta nesse fator.

Alteragdes cromossémicas sdo reconhecidas como importantes
consequéncias de acdes genotOxicas de agentes quimicos (NATARAJAN,
2002). Os resultados deste trabalho compactuam com os de Andrade et al.
(2008) e provam mais uma vez que o SPL induz as AC.

A presencga predominante de pontes e micronucleos sugere forte acéo
clastogénica dos tratamentos de aluminio e fluoreto. Pontes cromossémicas
podem levar a quebras e formar fragmentos cromossémicos acéntricos (LEME
& MARIN-MORALES, 2008). Por sua vez fragmentos cromosémicos livres no
citoplasma celular podem ser envoltos por uma membrana e originar
microntcleos (MA et al., 1995).

Para o cianeto observou-se grande concentracdo de C-metafases. Essa
alteracdo indica um efeito predominantemente aneugéncio desse composto nas
concentracdes avaliadas, ele promove alteracbes no funcionamento do fuso
mitético, resultando em um processo de divisao celular anormal que pode levar a
formacédo de células aneuploides ou até mesmo com ploidia distinta do padrdo da
espécie (FENECH, 2000).

O SPL por sua vez apresenta relativo equilibrio entre a ocorréncia de AC
clastogénicas e aneugénicas. Devido a isso é possivel supor que nenhum dos
principais compostos do SPL esteja contribuindo de forma mais predominante
para a toxidade do SPL e sim que essa se d& pela acdo em sinergia desses
compostos.

Nota-se também que os tratamentos com SPL apresentam AC em
nimero menor do que a maioria dos demais tratamentos. 1sso esta
provavelmente relacionado ao fato de existir uma quantidade bem elevada de
NCs nestes. NCs sdo considerados marcadores citoldgicos de morte celular

programada (MCP), um mecanismo de autodefesa encontrado na maioria dos
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organismos Vvivos que visa eliminar células que apresentem danos genéticos, a
fim de evitar que esses se proliferem e sejam herdados (DANON et al,2000,
ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).

Sabe-se também que quebras na dupla fita de DNA séo a principal lesdo
responsavel pela formacdo de aberracGes cromossémicas (NATARAJAN &
OBE, 1978; OBE et al., 1992; BRYANT, 1998). Dessa forma o grau de dano
genético é, provavelmente, maior no SPL do que nos demais compostos testados,
0 que obriga o vegetal a lancar mao da MCP para tentar corrigir esses danos.

Outro forte indicio de que a MCP pode estar ocorrendo € a presenga de
Cromossomos pegajosos. A ocorréncia desses se da apos alteragfes na estrutura
cromossémica que promove a perda das caracteristicas normais de condensagédo
causando a formacdo de aglomerados (SILVA & FONSECA, 2004). Essa
alteracdo estd normalmente associada a um forte efeito citotdxico, é irreversivel
e pode levar a morte celular (EL-GHAMERY et al, 2003). Além disso,
Cromossomos pegajosos podem ocasionar perdas cromossdmicas ja que o
processo de divisdo ocorre de maneira irregular e alguns cromossomos podem
ndo se aderir ao aglomerado cromossémico formado sendo, portanto, perdidos
durante o ciclo celular.

E importante frisar que a relativa alta taxa de ACs encontrada na (nica
concentracdo de fluoreto em que a confec¢do de laminas foi possivel (maior do
que aquelas encontradas para todas as concentracBes de cianeto e aluminio
referentes a 0,5 1Cso ou ao ICs, do SPL) conjuntamente com o fato dos maiores
tratamentos de fluoreto terem inibido totalmente o crescimento radicular e
impedido a germinagdo de sementes é um forte indicador de que a principal acdo
desse composto no SPL é a inducdo de morte celular, o que explicaria o fato da
maior concentragdo de SPL analisada apresentar um ndmero de NCs tao superior

ao controle e a todos os demais tratamentos.
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Por ultimo, o fato do fluoreto, quando isolado, ter uma acéo toxica tao
acentuada a ponto de impedir a obtencdo de material vidvel para a montagem de
lamina e ndo ter esse mesmo efeito drastico quando presente em mesma
concentracdo na solucdo de SPL est4, provavelmente, ligado ao fato do aluminio
ter a capacidade de se complexar com uma série de substancias organicas e
inorganicas, entre elas o fluoreto (CCME, 1988; ISO, 1994). Com concentragdes
tdo elevadas de fluoreto ndo é dificil imaginar que essa complexdo esteja
ocorrendo, isso tornaria o fluoreto menos disponivel no meio atenuando seus
efeitos. Esse fato pode estar ligado também com a redugdo nas concentragdes de
aluminio disponiveis em solugdo observada na maior concentragdo de SPL.

Os dados observados neste trabalho sdo fortes indicadores de que os
diversos componentes do SPL tem acédo sinergistica como havia sido proposto
por Andrade et al. (2008). Além disso, este trabalho apresentou estudos
citogenéticos da acédo tdxica do fluoreto em modelos vegetais, estudos estes que
nunca antes haviam sido feitos, 0 que permite elucidar melhor a acdo desse

composto em plantas.
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5 CONCLUSAO

Foi comprovado mais uma vez o potencial toxico do SPL e que o
emprego de testes quimicos conjuntamente com bioensaios é bastante eficiente
para estudos toxicolégicos. O SPL possui concentragfes elevadissimas de seus
principais compostos, todas acima do permitido por agéncias de saude e leis
federais.

A reducdo no IM observado nos testes citogenéticos se da
principalmente pela acdo do aluminio, as ACs s&o advindas da a¢do harménica
entre os componentes do SPL e os NCs sdo, provavelmente, decorrentes
principalmente da agéo dos sais de fluoreto.

E possivel que em concentragdes elevadas do SPL o fluoreto se
complexe com o aluminio e se torne menos disponivel no meio, tendo seus
efeitos toxicos atenuados.

Este trabalho apresentou dados inéditos do efeito citotdxico do fluoreto
em células vegetais mostrando que esse apresenta alta capacidade de formagéo
de nucleos condensados, alteracbes cromossémicas e reducdo de indice mitético.
Além disso, foi constatado que as duas maiores concentraces testadas do

composto apresentam grande potencial fitotoxico.
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RESUMO

O SPL é um residuo solido téxico da producéo de aluminio. Os efeitos
dos principais componentes quimicos (fluoreto, cianeto e aluminio) do SPL e
como cada um destes compostos contribui para a capacidade de induzir danos ao
DNA foram avaliados. O ensaio do cometa, uma técnica que demonstra e
quantifica a fragmentacdo do DNA, foi aplicado para tal finalidade. Utilizou-se
linfécitos humanos obtidos a partir do sangue de quatro doadores saudaveis
entre as idades de 20-40 anos. Os cometas foram avaliados visualmente e
classificados com scores de 0 a 4 baseados no dano observado (0 - menor que
5%, 1- entre 5 e 20%, 2- entre 20 e 40%%, 3- entre 40 e 95%, 4- acima de 95%
de dano ao material genético). Os scores obtidos foram multiplicados as suas
respectivas frequéncias de ocorréncia e somados gerando um valor Unico de
Unidades Arbitrarias (UA) para cada tratamento. Observou-se que todos os
tratamentos induziram a fragmentacdo do DNA. O fluoreto apresentou um valor
de UA proximo ao do SPL (258 e 270, respectivamente), o que, aliado a dados
obtidos em outros trabalhos, mostra que ele é, provavelmente, o principal agente
da capacidade do SPL de gerar danos ao material genético. O aluminio
apresentou valor de UA intermediario (165,9), enquanto o cianeto teve o valor
mais reduzido (110,5).

Palavras-chave: SPL. Ensaio cometa. Linfécitos humanos. Aluminio. Cianeto.

Fluoreto.
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ABSTRACT

SPL is a solid and toxic waste of the aluminum production. This paper
studied the effects of the main chemical components of this waste (fluoride,
cyanide and aluminum) and how each one of these elements contribute to SPL's
potential to cause DNA damage. This was achieved through the comet essay, an
essay that demonstrates and quantifies the DNA-laddering or fragmentation.
Human lymphocytes obtained from the blood of 4 healthy volunteers of ages
between 20-40 years were used as test subjects. The comets were evaluated
visually and classified with scores ranging from 0 to 4 based on the damage
observed (0- less than 5%, 1- between 5 and 20%, 2- between 20 and 40%, 3-
from 40 to 95% , 4- over 95% damage to the genetic material) . These scores
were multiplied with their respective frequencies and then added generating a
single value of Arbitrary Units (AU) for each treatment. It was observed that
every treatment induced DNA fragmentation. Fluoride displayed an AU value
similar to the SPL itself (258 and 270 respectively), this data in addition with
results from past researches demonstrate that fluoride is probably the main agent
of SPL’s PCD inductor potential. Aluminum had an intermediary AU value
(165,9) while cianide had the smallest AU value (110,5).

Keyworlds: SPL. Comet essay. Human lymphocytes. Aluminum. Cyanide.
Fluoride.



103
1 INTRODUCAO

O Spent Pot Liner (SPL) é um residuo solido téxico da producdo de
aluminio, e pode se lixiviar e contaminar corpos d’dgua e plantacdes,
representando, portanto, um risco para os humanos, além de poder contaminar
ecossistemas representando um grave risco ecoldgico (CHANDRA et al., 2005).

Esse composto é formado por uma mistura de substancias (SILVEIRA,
2003; ANDRADE et al., 2008; PALMIERI et al.,Capitulo 2), dentre as quais 0s
sais de fluoreto, cianeto e o aluminio sdo apontados como o0s principais
responsaveis pela toxidade do composto (SILVEIRA, 2003; ANDRADE, 2008).
Estima-se que cerca de 1 milhdo de toneladas desse residuo seja produzido
anualmente no mundo (LISBONA & STEEL, 2008).

Até o presente momento apenas testes com modelos vegetais foram
aplicados para se avaliar a toxidade do SPL, no entanto sabe-se que esses
modelos apresentam uma boa relagdo com os testes em animais (FISKESJO,
1985; CHAUHAN et al., 1999). E possivel, portanto, avaliar o efeito do SPL e
seus principais componentes em células animais e fazer relacGes dos resultados
obtidos com aqueles ja disponiveis em trabalhos anteriores, como o0s de
Andrade-Vieira et al. (2011) e Palmieri et al. (Capitulo 3) que mostraram a
capacidade do SPL de induzir morte celular programada (MCP) entre outros
danos celulares.

Um dos principais marcadores moleculares da MCP é o “DNA
ladering”, ou a fragmentacdo do DNA (DOORN & WOULTERING, 2005,
2010; GICHNER, 2005). Uma forma efetiva de se evidenciar essa fragmentacao
é através do ensaio cometa. Esse teste é altamente sensivel e tem sido utilizado
para detectar um amplo espectro de danos no material genético (YILDIZ et al.,
2009). Nesse ensaio 0 dano ao material genético é determinado pela distancia de

migracdo do DNA a partir da posicdo de fixagdo do nucleoide em um gel de
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agarose, apos eletroforese, bem como pela espessura e comprimento da cauda do
“cometa” formado (SIGHN, 2000). A intensidade da fluorescéncia da cauda
pode ser levada em consideracao também nessa avaliacdo (YILDIZ et al., 2009).

Essa técnica vem sendo utilizada em vérios trabalhos e em sua maioria é
aplicada em modelos animais. Para humanos utiliza-se principalmente linfdcitos
como modelo. Ritter e Knebel (2009) destacam a crescente importancia que esse
teste vem tendo nos estudos de toxidade. O ensaio cometa € rapido, econémico e
de alta especificidade e sensibilidade (AZQUETA etal., 2011).

A gama de substancias que o0 ensaio cometa permite avaliar é muito
ampla, indo desde a prospeccdo do potencial antigenotoxico de plantas
medicinais (KAUR et al.,, 2010) até o efeito de pegonha de serpentes
(MARCUSSI et al., 2011), o que mostra que é um teste de grande utilidade em
estudos de andlises toxicoldgica.

Este trabalho visa através do ensaio cometa avaliar os danos causados
pelo SPL e seus principais componentes fracionais ao DNA de linfécitos

humanos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo das Solucdes

O preparo das solugdes seguiu 0 método empregado nos trabalhos de
Andrade et al. (2008) e Palmieri et al. (Capitulos 2 e 3).

Foram preparadas solugbes de SPL e seus principais componentes
(cianeto, fluoreto e aluminio). Dissolveu-se SPL sélido, Cianeto de Potéssio
(KCN), Fluoreto de Sadio (NaF) e Sulfato de Aluminio e Potassio KAI(SO,),em
CaCl, a 0,01M com o intuito de simular o processo de lixiviagdo natural do SPL
(ANDRADE et al., 2008). As concentracdes das solucdes foram obtidas através
da anélise de composi¢do quimica do ICsy do SPL, determinadas por Palmieri et
al.(Capitulo 3) e corresponderam a 23,6; 0,394; 0,0046 e 0,0031 g/L de SPL,

cianeto, fluoreto e aluminio respectivamente.

2.2 Ensaio Cometa

2.2.1 Preparo da Solugéo de Lise

Foi preparada um solugdo estoque contendo 2,5M de NaCl, 100mM de
EDTA e 10mM de Tris diluidos em &gua autoclavada. O pH da solucéo foi
acertado para 10. Na hora do uso dessa solugdo foi adicionado a 100 mL da
solugdo estogque, com as luzes apagadas, 10mL de Tritom X-100 e 100 mL de
DMSO.
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2.2.2 Preparo da Solucgédo de Neutralizacio

Foi preparada uma solucdo de 0,4M de Tris. O pH dessa solucdo foi
acertado para 7,5.

2.2.3 Preparo da Solugéo de Eletroforese

Foi misturado 5mL de uma solucdo de 2,5g9/L de NaOH com 30mL de
uma solugdo de 0,075g/L de EDTA, a solucdo foi completada para 1 litro com

agua autoclavada.

2.2.4 Preparo das Laminas

As laminas foram preparadas segundo a metodologia de Singh et al.
(1988). Os testes foram feitos utilizando-se linfocitos humanos obtidos a partir
do sangue de 4 doadores saudaveis de idades entre 20-40 anos apOs o0
consentimento dos mesmos. O sangue de cada voluntario correspondeu a um
ensaio distinto.

Para montagem das 1aminas foi adicionado 100uL de cada tratamento a
frascos contendo 500mL de sangue por um periodo de 4 horas. Em seguida
misturou-se uma aliquota de 20uL de sangue + tratamento de cada frasco
diluidos em 500 puL. com 100uL de agarose de baixo ponto de fusdo. A mistura
foi homogeneizada e uma aliquota adicionada a uma lamina de vidro revestida
previamente por agarose de ponto de fusdo normal, sendo imediatamente coberta
por laminula. Posteriormente, para cada tratamento foram montadas 3 lIaminas e
avaliou-se 100 células por lamina totalizando 300 células por tratamento. Os

procedimentos descritos acima foram realizados no escuro.
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Apo0s o preparo as laminas foram levadas para um refrigerador por 10
minutos. Posteriormente, as laminulas foram removidas e as laminas
introduzidas em solucéo de lise “overnight” a 4°C. Esse processo é responsavel
pela eliminacdo de eritrocitos, plaquetas e a maioria das estruturas celulares do
linfécito deixando apenas o nucleoide intacto (MARCUSSI et al., 2011).

Como controle negativo utilizou-se uma solucdo de CaCl, a 0,01M pura
e como controle positivo se utilizou Doxorubicina, droga antitumoral, em

concentragdo de 2pg/mL.

2.2.5 Eletroforese

As laminas foram transferidas da solugdo de lise para uma solugdo de
eletroforese resfriada onde foram mantidas por 20 minutos. Em seguida correu-
se a eletroforese em uma voltagem de 25V e amperagem de 300mA por um
periodo de 20 minutos. Apos a eletroforese as [aminas foram imersas em solucao
de neutralizagdo por 25 minutos. Finalmente o DNA foi precipitado em etanol

por 3 minutos e as laminas secas em temperatura ambiente.

2.2.6 Coloracdo e Avaliacdo das Laminas

As laminas foram coradas com iodeto de propideo (3,5ug/L) e em
seguida avaliadas em microscopio de fluorescéncia em aumento de 400x. Os
cometas foram avaliados visualmente seguindo o critério de Collins et al.
(1997). Os cometas foram categorizados em “scores” de 0 a 4 conforme o dano
observado através da comparacdo do tamanho da cauda em relacdo a cabega,
sendo O referente a nenhum dano e 4 referente a altissimo dano (cabeca

inexistente ou praticamente inexistente e cauda longa). As porcentagens de dano



108

ao DNA associadas a cada score foram: 0 - menor que 5%, 1- entre 5 e 20%, 2-
entre 20 e 40%%, 3- entre 40 e 95%, 4- acima de 95%.

2.2.7 Analises Estatisticas

Os scores obtidos foram multiplicados pela frequéncia de células que
apresentaram cada score para um dado tratamento obtendo-se um valor de
Unidades Arbitréarias (UA) que varia de 0 até 400 para cada tratamento (0 indica
auséncia total de danos e 400 dano méaximo) (KOCYIGIT et al.,2005).
Comparou-se o valor de UA de cada tratamento pelo teste de Duncan utilizando-

se software livre “R” (R Development Core Team, 2011).



109

3 RESULTADOS

Foi possivel observar cometas de todos os graus, o controle negativo
apresentou cometas de grau 2 no maximo, enquanto que os demais tratamentos
apresentaram todas as classes de cometas. A Figura 1 demonstra alguns
exemplos de cometas observados neste trabalho.

Todos os tratamentos diferiram significativamente do controle negativo.
Os valores de UA encontrados para o SPL foram o0s maiores, superando
inclusive os do controle positivo, tendo sido mais do que 16 vezes superiores
aqueles obtidos para o controle negativo. Além disso, 92% dos nucleoides
observados apresentaram algum grau de dano para o SPL. O fluoreto também
causou elevada porcentagem de nucleoides danificados (90%), sendo que em
ambos os casos o valor foi praticamente idéntico aquele encontrado para o

controle positivo (94%). A Tabela 1 representa os resultados observados.

Tabelal Dano observado em linfocitos humanos ap6s os diferentes

tratamentos
% de Nucleoides
Scores 0 1 2 3 4 Danificados UA
SPL 8,58 + 12,41+ 13,16+ 34,75+591 31,75 92% 270 + 32,6*
2,90 2,28 3,79 4,95
Fluoreto 1058+ 10,00+ 1883+ 3500+8,16 26,33+ 90% 258 + 27,3*
1,67 3,68 4,58 8,31
Cianeto 23,00+ 46,08+ 2825+ 241+182 0,17+0,29 7% 1105 + 12,4*
4,64 4,18 4,82
Aluminio 15,08+ 26,83+ 44,00+ 10,25+3,35 5,08+3,64 85% 165,9 £ 11,8*
3,65 331 8,56
CalCl, 83,83+ 1558+ 058+ 0,00+0,00 0,00+0,00 16% 16,5 £ 2,4*
5,02 4,68 0,57
Doxorubicina 6,00 + 1091+ 20,42+ 46,08 +5,47 17,41 94% 259,7 + 19*
1,77 4,07 3,65 3,04

Médias seguidas de desvio padrdo

UA- Unidades Arbitréarias. Valores marcados com * diferem significativamente do
controle negativo
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Figural Exemplos de cometas observados.

Nota: A- Cometa grau 1; B- Cometa grau 2; C — Cometa grau 3. Poderia incluir o que
causou cada um dos cometas
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4 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho, aliados aos dados observados por
Andrade-Vieira et al. (2011), onde ficou evidenciado pelo teste de TUNEL a
presenga de danos na estrutura do DNA de Allium cepa provocados pelo SPL,
comprova irrefutavelmente o potencial desse composto de induzir danos ao
material genético. Além disso, fica evidente seu efeito toxico nos dois tipos de
celulas, vegetais e animais. Deve-se salientar, no entanto, que o TUNEL
demonstra a ocorréncia de fragmentacdo no DNA através da marcacdo das
extremidades 3'OH livres da molécula (BEHBOODI & SAMADI, 2004), no
entanto ndo é tdo eficiente quanto o cometa na quantificagdo da intensidade ou
severidade dessa fragmentagdo, uma vez que esse segundo permite a avaliagdo
do grau de fragmentacdo através da analise do arraste observado (SIGHN,
2000).

Dentro desse contexto foi possivel observar que o SPL possui grande
capacidade de induzir fragmentacdo do material genético de células humanas
tendo apresentado valores de UA superiores inclusive ao controle positivo, além
disso, apresentou uma porcentagem total de nucleoides danificados proxima de
100%. Essa capacidade é, provavelmente, decorrente da acdo de seus diversos
componentes fracionais em sinergia.

O fluoreto também foi capaz de causar danos acentuados ao material
genético apresentando valores de UA quase idénticos ao controle positivo, além
de alta porcentagem de nucleoides danificados, analogamente ao que foi
observado para o SPL. Sabe-se que em modelos vegetais, nas folhas, por onde é
absorvido da atmosfera, o fluoreto provoca necrose do tecido foliar
(ABDALLAH et al., 2006), o que pode ser relacionado com o alto potencial
indutor de danos ao material genético observado para esse composto no presente
trabalho.
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O ensaio cometa apresenta uma boa correlagdo com o0s testes
citogenéticos de analise de ciclo celular e aberragbes cromossémicas
(HARTMANM et al., 2003, GIANNOTTI et al., 2002). Os dados apresentados
por Palmieri et al (Capitulo 3) mostram que o fluoreto induz a formacéo de um
grande ndmero de nucleos condensados, considerado um dos principais
marcadores citolégicos da MCP (DANON et al., 2000), o que reforca e ideia de
que o fluoreto tem alta capacidade de provocar a fragmentacdo do material
genético. A principal a¢do do fluoreto no SPL é provavelmente a indugdo de
morte celular (PALMIERI et al, Capitulo 3).

O aluminio também levou a um aumento significativo dos valores de
UA, mas esses foram inferiores aqueles observados para o fluoreto e ao controle
positivo, mesmo assim 85% dos nucleoides avaliados apresentaram algum grau
de dano. Sabe-se que uma das principais a¢fes tdxicas desse composto em
vegetais é o retardamento do desenvolvimento normal da raiz e que isso se
relaciona diretamente com a capacidade desse composto de reduzir o indice
mitdtico dos vegetais (MATSUMOTO, 2000; KOLLMEIER et al., 2000;
FRANTZIOS, 2001, CAPITULO 3). O indice mitético é caracterizado pelo
nimero total de células em divisdo durante o ciclo celular. Esse indice pode
ajudar a determinar o grau de toxidade de um agente (FERNANDES et al,
2007). Uma das causas dessa reducdo € exatamente a inducdo de danos
genéticos que possam provocar aberragfes cromossdmicas e/ou levar a MCP
impedindo a proliferacdo celular normal (KURAS et al., 2006).

O cianeto exibiu os menores valores de UA comparativamente, mesmo
assim, esses valores foram significativamente distintos do controle negativo, o
que vai de acordo com o observado por Palmieri et al. (Capitulo 3), onde se
constatou que o cianeto induz a formagdo de nucleos condensados e promove
alteracfes cromossdmicas. Além disso, pode-se observar que o cianeto provocou

danos em algum grau em 77% dos nucleoides avaliados.
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Palmieri et al. (Capitulo 3) observaram que dentre 0s principais
componentes do SPL o cianeto tem o menor potencial indutor de condensacgdo
nuclear, isso se relaciona bem com os dados obtidos no presente trabalho e
indica que a contribuicdo do cianeto para a capacidade de o SPL promover a
fragmentacdo no DNA é reduzida em relacdo aos demais componentes do
mesmo.

Esse elemento apesar de se encontrar em concentracGes cerca de 15
vezes superiores do SPL em relacdo as permitidas pelas legislagfes nacionais
estd em quantidades muito inferiores aquelas observadas para o fluoreto
(PALMIERI et al., Capitulo 2), o que provavelmente se relaciona com o fato do
primeiro ndo possuir uma acao tdo acentuadamente tdxica quanto o segundo.

E importante ressaltar que o aluminio tem a capacidade de se complexar
com uma série de substancias organicas e inorganicas, como o fluoreto e o
cianeto (CCME, 1988; 1SO, 1994). Isso provavelmente atenua os efeitos dos
diversos componentes do SPL quando esta misturado em solugdo, o que explica
0 porqué dos danos genéticos induzidos pelo SPL ndo serem uma simples soma
dos efeitos dos seus diversos componentes.

Outro importante fator a se considerar também foi o potencial indutor de
formacdo de micronucleos apresentado pelo SPL como visto no trabalho de
Palmieri et al. (Capitulo 3). A sua presencga indica a ocorréncia de quebras
cromossdmicas que dificilmente serdo corrigidas durante as etapas de reparo do
DNA durante o ciclo celular, resultando em altera¢cGes permanentes na estrutura
cromossdmica e do material genético e podem, portanto, causar mudangas na
fisiologia e morfologia celular e inclusive serem transmitidas hereditariamente
(Fenech, 1985). A ocorréncia desses micronucleos foi constatada tanto para o
SPL como para todos os seus componentes fracionais (Palmieri et al., Capitulo
3) e pode ser considerada como um indicador de que os danos ao DNA

observados por este trabalho ndo estdo sendo reparados em sua totalidade.
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5 CONCLUSAO

O SPL e seus principais componentes fracionais induzem a
fragmentacdo do DNA de linfocitos humanos provocando o chamado “DNA
ladering”. Os resultados obtidos neste trabalho em conjunto com dados
observados em outras pesquisas envolvendo o SPL comprovam a capacidade
desse composto de induzir danos ao material genético.

Avaliages em modelos vegetais feitas utilizando-se o SPL se mostraram
bem relacionadas com os resultados observados em linfocitos humanos obtidos
neste trabalho.

O SPL é um composto extremamente nocivo e medidas de manejo e
descarte sdo extremamente importantes para evitar a contaminagdo do meio

ambiente.
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