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RESUMO

O presente estudo foi realizado para avaliar ogosfeitotoxicos e
genotoxicos e as modificacBes anatdmicas provogaolosfluente proveniente
da induastria de polimento de rochas ornamentais céfnlas de éapices
radiculares d&llium cepal. (Amaryllidaceae). As amostras do efluente foram
coletadas em tanques de sedimentacdo horizontahdendustria de polimento
localizada em Nova Venécia, ES e analisadas pacasmetria de massa e
emissdo atbmica. Foram montados experimentos colimosude A. cepa
submetidos a concentracdes crescentes do efluerpelidnento (12,5%, 25%,
37,5%, 50%, 75%, (v/v)) e ao efluente na formadyrméo diluido, por um
periodo de 20 dias. Para controle positivo utiligeumetiimetanosulfonato
(MMS) 4x10°M e como controle negativo, dgua destilada. Apdsedodo
experimental, as raizes foram coletadas para &e#&aldo indice mitético, das
anormalidades cromossémicas e nucleares, da é&tebh da raiz, da é&rea
percentual da coifa e dos tecidos meristematicesdddos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pedtsstde Scott-Knott e
Kruskal-Wallis e analise de regressao. Os prinsigémentos encontrados na
amostra do efluente em ordem decrescente de coac&ntforam: C] Mg, Na,

K, Ca, SQ?, F, W, Li, B e Sr. Verificou-se gue todas as conaaiies do
efluente do polimento de rochas ornamentais indoriranormalidades
cromossbémicas e nucleares sendo as mais obseamuiglas do tipatickiness

e brotos nucleares. Verificou-se também que eftuelat polimento tem uma
acdo mitose-depressiva uma vez que o indice nut&idreu um decréscimo
proporcional ao aumento da concentracdo. Impor@edtacar a alta frequéncia
de células em processo de morte programada, oblsenas raizes expostas as
maiores concentrac@e&lém de provocar efeitos citotoxicos e genotdxieas
células meristematicas da raiz e cepa o efluente do polimento de rochas
ornamentais afeta a estrutura da coifa e do ceqiifescente por meio do
aumento de suas &reas percentuais, enquanto qterides meristematicos
protoderme, meristema fundamental e procambio rsofreuma significativa
reducdo em suas areas percentuais.

Palavras-chave: Anormalidades cromossdmicas. Anatoadicular. Efluente
industrial. Toxicidade.



ABSTRACT

The present study was conducted to evaluate thetosyt and
genotoxic effects and anatomical changes causedflognt from the polishing
of ornamental stone industry in cells of root tio$ Allium cepa L.
(Amaryllidaceae). Samples of the effluent were emtd in horizontal
sedimentation tanks located at a polishing induistrilova Venécia- ES, and
analyzed by mass spectrometry and atomic emisErperiments were made
with A. cepabulbs subjected to increasing concentrations efeffluent from
polishing (12.5%, 25%, 37.5%, 50%, 75% (v / v)) @hd effluent in its crude
form non diluted, for a period of 20 days. For aifjee control it was used
methyl methane sulfonate (MMS) 4x10-4M and as riegatontrol, distilled
water. After the test period, the roots were céddcto evaluate the mitotic
index, the chromosomal and nuclear abnormalitiestdtal area of the root, the
percentage area of the hood and meristematic §is3ie data were subjected to
analysis of variance and the averages were compardtie Scott-Knott and
Kruskal-Wallis tests and regression analysis. Ttennelements found in the
sample of the effluent in descending order of catregion were: C] Mg, Na,

K, Ca, SQ? F, W, Li, B and Sr. It was found that all conceritas of the
effluent from polishing of ornamental stones hamduced chromosomal and
nuclear abnormalities being the most seen thos#s kixfi stickiness and nuclear
buds. It was also found that the effluent from glilig has a mitosis-depressive
action since the mitotic index had a proportioratréase to the increase of the
concentration. Important to highlight the high fuegcy of cells in the
programmed death process, observed in roots expodggher concentrations.
In addition to cytotoxic and genotoxic effects irenstematic root cells oA.
cepacaused by the effluent from polishing of ornamkestanes it also affects
the structure of the hood and the quiescent céatémncreasing their percentage
areas, while the protoderm meristematic tissuesddmental meristem and
procambium have suffered a significant reductioth&ir percentage areas.

Keywords: Chromosomal abnormalities. Root anatomgustrial effluent.
Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Paises como o Brasil, que dispem de importantesses geoldgicos e
exploracdo de rochas ornamentais em pleno desémerito, estdo sujeitos a
diversos impactos ambientais. A indUstria de rodraamentais caracteriza-se
pela producdo de elevadas quantidades de residowe, os quais, as lamas
provenientes do processo de beneficiamento. A dgmsnadequada destes
residuos, que vem sendo acumulados no préprio gasoindistrias ou em
aterros superficiais a céu aberto tem provocad@dhms a paisagem quer em
nivel visual quer ambiental. Entre 0s impactosi@st contaminacdo das aguas
superficiais e dos lencgois freaticos, a inutilizagdo solo, a destruicdo da
vegetacao e 0 assoreamento dos rios (BERTOSSI, 2(d12). As lamas do
beneficiamento de rochas ornamentais (LBRO) aptasegrande concentracao
de sdlidos totais, alto teor de ferro e elevado pHjuando se trata da lama
gerada durante a etapa de beneficiamento em queakea o polimento das
chapas, aumentam-se o0s problemas de contaminagélasive por metais
pesados, haja vista a enorme quantidade de insafoasprodutos quimicos
como resinas, polimeros, pastilhas abrasivas qeenpsesas de beneficiamento
utilizam durante o processo de polimento.

Aproximadamente 240.000 toneladas/ano de LBROpsaduzidas e
distribuidas nos estados do Espirito Santo, Babémra e Paraiba (CHIODI
FILHO, 2013). Braga et al. (2010), de acordo comeg®mendacdes da NBR
10.004/2004, realizaram ensaios de lixiviacdo elsli#acdo para estes residuos
classificando-os como Classe IIA - N&o inertes;seja, com algum potencial
para produzir danos ao ambiente e a salde, paespaeem concentracdes de
Al, F, Fe, Pb, Hg, Cr, Cl e fendis superiores awitt maximo estabelecido

conforme a norma anteriormente citada.
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De acordo com a legislacdo estadual do EspiritaoSan LEI n°:
4.636/92 Art. 1°, prevé que as industrias de beiagfiento de marmore e
granito estabelecidas neste Estado ficam obrigadamnstruirem e utilizarem
tanques de decantacdo para as lamas sendo queaaremiduaria, apoés
decantacdo, devera retornar para o processo s a sua saturacdo e ou
evaporac¢édo evitando seu descarte para o ambiente.

No Brasil, buscando-se maneiras de mitigar o ingpagirado pelas
LBRO, estudos tém sido realizados visando utilesse residuo em diferentes
setores da industria como, por exemplo, seu apeswento na agricultura com
a finalidade de fertilizante e na fabricacdo dedptos cerdmicos para uso na
construcao civil. Porém, até o momento, ndo foramomtrados relatos na
literatura a respeito dos efeitos genotoxicos eagé@nicos do efluente do
polimento de rochas ornamentais, portanto, pesgjuss® necessarias para
avaliar os efeitos toxicos desse efluente.

Uma das formas de avaliacéo é verificar os efeiesta agua residuaria
sobre células e tecidos vegetaddgumas espécies de plantas sensiveis e bem
estabelecidas para fornecer dados sobre estesseféin sido reconhecidas
como excelentes modelos para esse tipo de avaliagéeeja, constituem os
chamados sistemas-teste utilizados frequentememte neonitoramentos
ambientais. Dentre as espécies, destadstsen cepaquetem sido o sistema-
teste utilizado para avaliar danos no DNA e disti&rlno ciclo mitético desde a
década de 40 (inserir fonte: autor e ano).

O sistema-testé\. cepaapresenta vantagens, tais consgescimento
rapido de suas raizes, grande numero de célulagligisfio, baixo custo,
abundancia e disponibilidade durante todo o andrasil, facil manuseio e
possui cromossomos em numero reduzido (2n=16) egrdade tamanho
(GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et al., B)OResultados

satisfatérios sobre os efeitos de diferentes smbisid quimicas tém sido
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relatados por meio deste sistema-teste por difesenitores (RANK; NIELSEN,
1993; SUDHAKAR; NINGE GOWDA; VENU, 2001; SAURABH CANDRA
et al., 2005; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A exploracdo e o beneficiamento de rochas ornansentamo ja
enfatizados, causam extenso impacto ambientalntamt®, sdo relevantes para
a economia do pais. Dessa forma, avaliacdo damecioade e das alteragbes
anatdmicas provocadas pela dgua residuaria praterde polimento de rochas
ornamentais no organismo testecepapode servir de alerta para os perigos que
as populagbes possam estar expostas e auxiliaresiina@ ambientalmente
correto desse residuo. Diante disso, objetivo@®, esse trabalho, verificar a
ocorréncia de anormalidades/alteracbes no cicloularel em tecidos
meristematicos e alteragbes anatdmicas na raiz utleod de Allium cepa,
guando expostos a diferentes concentracées doneflde polimento e, assim,
determinando o potencial genotdxico, citotoxicowagénico desse efluente da

indUstria de rochas ornamentais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O uso das rochas ornamentais e o cenario nacibn

A industria de rocha ornamental é constituida dpresas que realizam
exploracdo e/ou beneficiamento de rochas como méeme granitos. A
ocorréncia destas rochas € sob a forma de maachssos que sdo exploradas
através de pedreiras a céu aberto (FABRI; JUNIOEJTE, 2012). A
resisténcia a ataques quimicos e abrasao, a ddaalg) a facilidade de limpeza
e a estética apresentadas pelo granito tém sigorséveis pela preferéncia do
seu uso na construcao civil. Por isso, estdo sangdamente utilizados para
revestimento externo de prédios, pisos, solei@$alricacdo de mdveis (mesas,
pias) e na arte funeraria (PEITER, 2001).

O Brasil é 0 4° maior produtor mundial de rochamorentais com mais
de 1.200 variedades de rochas, 12.000 empresas adpias instaladas em todo
pais produzindo 9,0 milhdes de toneladas por amregando diretamente 100
mil trabalhadores. Atualmente, o pais é o 4° egplortde rochas beneficiadas,
sendo os granitos o principal produto do setor. sfado de Minas Gerais
responde pela maior diversidade de rochas extraitks é o estado do Espirito
Santo que responde por quase 48% do total de rpchdszidas nacionalmente,
sendo o maior produtor de rochas do pais e o sextoundo (CHIODI FILHO,
2013).

2.2 O processo produtivo, lamas geradas e classifg@o
O setor das rochas ornamentais inclui as empregasreplizam a

extracdo e/ou transformacdo de rochas para finwraldms e agrega trés tipos

de produto: blocos, extraidos dos recursos gedaégi@xtracdo); chapas
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serradas, correspondente ao bloco cortado (trana@@o); chapas polidas,
produto resultante do polimento que serd selecmnadembalado para
comercializacdo (transformacao) (TORRES, 2007).

A extracdo consiste na retirada da rocha na natuyee é realizada nas
chamadas pedreiras a céu aberto. Neste processuilg@ulos o fio helicoidal,
abrasivos (areia) e jatos de dgua de alta pressaagtirar blocos de rocha com
aproximadamente 3 m x 1,8 m x 1,8 m. Como resultdekie processo, sao
geradas lamas que compreendem uma mistura de fguadeerocha.

Os blocos de rocha séo transportados até os ldeaieneficiamento
onde serd feita a sua transformacéo emetid@zas: desdobramento ou serragem
dos blocos, polimento das chapas brutas e corteabamento das chapas
polidas. Para a serragem utilizam-se laminas de agoa, cal e granalha
metdlica para transformar o bloco de granito empabade dois a trés
centimetros de espessura. Nesta etapa sdo prosllendas constituidas por p6
de rocha, granalha fragmentada, cal e agua (BUZX8).

O polimento das chapas de granito provenientes t@gpaede
desdobramento é feito por meio de elementos absasjue deslizam sobre o
material desbastando-o. Esta etapa é realizadaaetiiida onde séo inseridos
grandes volumes de agua sobre a area que vai petida. Os abrasivos sao
constituidos por uma resina de poliéster insatyrpdeticulas de carbono de
silicone, carbonato de célcio, cloreto de sodiaidas corantes (LUZ, 2005). Os
insumos utilizados durante o polimento podem t@nshr a lama gerada nesta
etapa do beneficiamento num residuo mais perigositima etapa do processo
de beneficiamento é o corte e 0 acabamento dasslpatidas, transformando-
as em artefatos Uteis, tais como: pias, bancadsss p tampos de mesas. O
residuo gerado nesta etapa consiste numa lamaagemadquantidade muito

menor comparado as etapas ja mencionadas.
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As lamas resultantes dos véarios processos de biamedinto passam por
um processo de desidratacdo separando a parte siaidiquida. A liquida é
aproveitada voltando novamente ao processo indletda sdlida é encaminhada
aos aterros. Nestes locais, a lama desidratada apeo® por tempo
indeterminado em estado natural, ou devem serforamsdas em material
adequado para que nado oferecam riscos a saludepdéagiin e impactos ao
meio ambiente (MAGACHO; SILVA, 2006).

Braga et al. (2010) analisaram amostras de lamasldaento de cinco
empresas de beneficiamento e todas as amostraadasldoram classificadas
como Classe llA - Nao-inerte de acordo com osripiéestabelecidos pela NBR
10004/2004 que dispde sobre a classificacdo deluesi Os parametros
presentes nas amostras e que contribuiram para inedicidade das lamas
foram Cd, Pb, Cl fendis, e Fe. Isto quer dizer que sao residuscegtiveis de
sofrerem transformagdes fisicas, quimicas ou bicddgimportantes das quais
possam resultar efeitos nocivos para o ambient@gadamente para as aguas
de superficie ou subterrdneas. Para realizar estssifcacdo, a NBR
10004/2004 propBe a comparacao entre os paranufimsdos na listagem do
Anexo G e os parametros encontrados no extratdiiphdo da lama. Se a
concentracdo de pelo menos um dos parametros foevie Anexo G, estiver
acima do limite maximo permitido (LMP), a lama selassificada como Classe
Il A, isto é, ndo- inerte.

A Tabela 1 mostra os parametros previstos no Axia norma NBR
10.004/2004 e seus respectivos LMP.
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Tabela 1 Padrdes para o ensaio de solubilizac&oroom NBR 10.004/2004 e

respectivos limites maximos permitidos (LMP) no ratd
solubilizado do residuo
Componentes quimicos LMP (mg [
Aldrin e dieldrin 3,0x10°
Aluminio 0,2
Arsénio 0,01
Bario 0,7
Cadmio 0,005
Chumbo 0,01
Cianeto 0,07
Clordano (todos os isdmeros) 2,0 X*10
Cloreto 250,0
Cobre 2,0
Cromo total 0,05
2,4-D 0,03
DDT (todos os isdbmeros) 2,0x40
Endrin 6,0 x 10*
Fenois totais 0,01
Ferro 0,3
Fluoreto 1,5
Heptacloro e seu epéxido 3,0 X0
Hexaclorobenzeno 1,0 x 1¢°
Lindano 2,0x10°
Manganés 0,1
Mercurio 0,001
Metoxicloro 0,02

2.3 Lamas e impactos ambientais

As rochas ornamentais passam por varias transféemagesde a
extracdo da matéria-prima até o produto final aceerercializado e a geracao
de elevadas quantidades de residuos ocorre em dsdempas deste processo
produtivo. Dessa forma, a indlstria de transformagé@ rochas enquadra-se
como uma atividade potencialmente poluidora porsaaudanos ao meio
ambiente (BUZZI, 2008).

A lama gerada na transformacédo de rochas é um gratema para as
indastrias devido a dificuldade de acomodacdo destame quantidade de

residuo. Isto tem gerado grande numero de atermes aingem volumes
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consideraveis e ocupam grandes areas tornandesstgerdedo uma preocupacao
ambiental. A preocupacdo aumenta quando os atesdios clandestinos e
localizados em regifes ambientalmente sensiveiso caquelas proximas a
vilarejos, curso d’agua e zonas de grandes declives

Um dos fatores que contribui para a geracao exeeds residuos na
industria de rochas ornamentais é a caréncia t&gical uma vez que emprega-
se métodos rudimentares de extracdo e de beneficitamque causam
depredacdo de reservas minerais, grandes perdesa@eial e significativos
impactos ambientais (CAMPOS et al., 2009).

Tendo em vista que a maioria das pedreiras, nsilBéaexplorada a céu
aberto, as cavas sdo muito frequentes e visuafizadgrandes distancias
causando um grande impacto ambiental visual ei@stélém disso, grande
parte dos rejeitos da lama sé@o estocados de forateduada e deixados nas
préprias pedreiras, criando riscos de acidentegegudicando, inclusive, a
sequéncia dos trabalhos na propria empresa de&at(@ AMPOS et al., 2009).

O impacto ambiental de grande preocupacdo é a mowedo das
nascentes e o assoreamento de cOrregos e riogloaysa lama resultante da
exploracdo em regiBes montanhosas, principalmeste, época de chuva.
Segundo Buzzi (2008) a lama que fica armazenadatagopues escavados
diretamente no solo até ser enviada para os afadustriais especificos, coloca
em risco os corpos d'agua préximos. El Khalil et @008), confirmam o
impacto da atividade de mineracdo sobre os recinisbicos e que isto pode
representar um perigo potencial para a salude dchwmano e para toda
comunidade bidtica nas imediacfes dessas areagpilragdo. Segundo os
autores, a maioria das amostras de agua subtecéleada em 4reas préximas
a atividade exibiu contaminacéo por metais uma utividade elevada.

Além da contaminacdo de corpos hidricos, Bertossiale (2012)

consideram importante atentar para os possiveiadimp que estes residuos
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podem causar na qualidade do solo uma vez quecegs® de serragem causa
intensa cominui¢cdo do material rochoso, gerandoasituo de fina granulacao
que pode causar a impermeabilizacdo do solo e dimgua condutividade
hidraulica..

Outro impacto a ser considerado proveniente daadgovenientes do
processamento de rochas ornamentais é a presemfantentos em teores que
podem causar toxidez as plantas. Estudos tém sidiizados para avaliar
concentracBes de metais em espécies de plantasttweie e cultivadas em
solos de areas de mineragdo. Os resultados obtidostram que as
concentracBes de metais nessas plantas excedeliariteomaximo permitido
sendo consideradas fitotéxicas e que o consumagdpktntas poderia implicar
num risco para a saide. Além disso, os resultadssranam gque a presenca de
metais em plantas é significativamente influencigmda mineralogia do
solo que por sua vez esta sob influéncia da atieisaineraria (EL KHALIL et
al., 2008; EL HAMIANI et al., 2010; GONZALEZ-FERNADEZ et al., 2011).

2.4 Allium cepa L. (Amaryllidaceae)

A cebola Allium cepal.) é uma das plantas cultivadas de mais ampla
difusdo no mundo, sendo a segunda hortalica em rtemmda econdmica
consumida por quase todos os povos do planetgyendente da origem étnica
e cultural (BOITEUX; MELO, 2004).

Espécies pertencentes ao géngltium séo encontradas em uma ampla
gama de altitudes e latitudes que incluem desd@&cal@ polar Artico até o
continente europeu, Asia, América do Norte e Afri€a geneticista russo
Vavilov sugeriu, como provavel centro de origem dzebolas, as areas
desérticas englobando regies do atual Paquistainde(FRITSCH; FRIESEN,
2002.
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A planta é herbacea, com altura da parte aéreavesriem torno de 70
cm. Além das folhas fotossintéticas (edfilos) gée silindricas e com limbo
gue se afila da base para o apice, apresentams fotiegificadas chamadas
catafilos que se sobrepfe umas as outras, acurousaidtancias de reserva e
constituindo o bulbo. O caule possui formato dedaisbnico e possui entrends
muito curtos e constitui a base do bulbo. O sistaadicular € do tipo
fasciculado apresentando raizes adventicias fimasco ramificadas, de cor
branca e com odor tipico da cebola. As flores dmleesdo hermafroditas e
encontram-se agrupadas em umbelas simples globwsasxtremidade dos
escapos ou hastes florais. A polinizacdo é prihtipate entomdfila, e também
em certo grau anemdfila. (FRITSCH; FRIESEN, 2002).

Diversas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgida cebola suportam a
hip6tese que esta hortalica tenha originado ens gabres e rasos e submetidos
a constante estresse hidrico. Entre as adaptac@stas condicdes extremas
encontram-se as folhas modificadas (catéafilos)iseovcomo érgaos de reserva,
a presenca de niveis variaveis de cerosidade fgliarreduz a transpiracao, a
baixa densidade radicular que permite melhor eaplw de solos rasos; a
presenca de folhas de formato cilindrico, estregasom orientacdo quase
vertical contribuindo para niveis de transpiracafotessintese reduzidos em
condigcbes de altos potenciais de solo-4gua, queltaeem um limitado
crescimento, permitindo a planta sobreviver pofgukrs mais longos de seca
(FRITSCH; FRIESEN, 2002).

2.5 Genotoxicidade e sua avaliagdo
O equilibrio dos ecossistemas tem sido afetadodde@ crescente

descarga de produtos quimicos perigosos no ambiemeprometendo a

qualidade ambiental e a sobrevivéncia dos orgamisn@s bioensaios de
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toxicidade e genotoxicidade sao indispensaveis padiar os efeitos de
poluentes no ambiente e nos organismos.

Genotoxicidade é o estudo dos efeitos diversosgdmtes fisicos e
guimicos no material genético de células (DNA ownessomos) e a
subsequente expresséao de tais mudancas. Os ageatesidam a sequéncia do
DNA sao “téxicos” para o gene e sdo entdo chamadogenotoxicos. A
genotoxicidade vem sendo estudada, utilizando gdamue respondem as
alteracbes ambientais, exibindo altas frequénciascélulas portadoras de
anormalidades que, frequentemente, estdo asso@adestabilidade genética,
decorrentes de exposicdo a condicbes desfavordyBEZRUKOV;
LAZARENKO, 2002).

Entre os danos causados nos organismos expoptiaemtes, 0s mais
preocupantes tém sido os genotdxicos. Ocorrendeétutas reprodutoras, além
de prejuizos estrutural, fisioldgico ou bioquimietes podem afetar geracdes
futuras por serem herdaveis (RIBEIRO, 2003). Aliagdo de danos desta
natureza tem sido proposta por meio de algumasteaisticas, tais como,
indice mitético (IM), anormalidades cromossémic&A)Y e anormalidades
nucleares (AN) em um organismo teste. O indicétiod € um bom indicador
de proliferacdo adequada das células e utilizadoestmdos de toxicidade e
mutagenicidade (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 0Q7;
LEME; MARIN-MORALES, 20009).

Fiskesjo (1985) prop6s a observacdo de anormakdade diferentes
fases da divisdo celular (profase, metafase, am&faslofase) para investigar o
potencial genotoxico.

Segundo Russel (2002), as alteracdes na estruiura nlmero total de
cromossomos podem ocorrer de forma espontdnea omo cesultado da
exposicdo a agentes quimicos e fisicos. Quelor&NA, inibicdo da sintese

de DNA, alteracéo no processo de replicacdo do BNAgregacdo anormal dos
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cromossomos estdo entre as principais causasaltlemcdes estruturais e
numeéricas dos cromossomos.

As anormalidades que envolvem alteracdes na estrdtucromossomo
como pontes e quebras cromossdémicas indicam agétgénica do poluente,
enquanto aquelas que envolvem alteracdes numérimas conjunto
cromossdmico como aderéncias, atrasos e perdascrat®ossomos,
multipolaridade e C-metafases indicam acdo amécaé (HOUK, 1992;
VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002; LEME; MARIN-MORALES2009).

Anormalidades nos nlcleos interfasicos como nUd#ndados, células
polinucleares, mini células e brotos nuclearesptamtém sido utilizadas por
muitos pesquisadores para avaliar efeitos genat$xiFERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; CARITA; MARIN-MORALES, 2008;
LEME; MARIN-MORALES,2008).

A ocorréncia de microndcleo (MN), ou seja uma ésteusemelhante ao
ndcleo principal porém em tamanho reduzido, teno sitlizada para avaliar
danos no DNA causados por exposicdo a agentes @émidag. O MN foi
considerado por Ma et al. (1995) como a caradieaisieal para indicacédo de
danos citologicos, e portanto, para avaliar a coimacdo do ambiente. Os
micronucleos sdo formados durante a divisdo cekilagpresentam perda na
cromatina decorrente de algum dano na estruturer@mossomo ou dano no
aparelho mitético. Assim sendo, podem ser condtiiide fragmentos
cromossdmicos acéntricos ou de cromossomos intgiresdo foram incluidos
no nucleo principal (RIBEIRO, 2003).

De acordo com Leme e Marin-Morales (2008) o tamattt®IN pode
ser uma forma para avaliar os efeitos clastogérécaneugénicos ey. cepa
por ser uma espécie com cariétipo homogéneo engdelao tamanho dos

cromossomos. Dessa forma, um MN grande indicar&tosf aneugénicos
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resultantes de uma perda de cromossomo, enquantopdipenos podem
indicar uma acao clastogénica resultante de alguptara cromossdmica.

A avaliagdo das caracteristicas utilizada para siigar danos no
material genético mencionada anteriormente, tern sddlizada em sistemas-
teste vegetais. Estes sistemas-teste vém se dettamamo excelentes modelos
genéticos para avaliacdo de genotoxicidade (FISKE$985; GRANT, 1994).
Muitos vegetais tém sido utilizadogtllium cepa Vicia fabg Zea mays
Tradescantia Nicotiana tabacum Crepis capillaris e Hordeum vulgare
(GRANT, 1994). Dentre estas espécisium cepaé um dos modelos genéticos
mais eficientes e utilizados para avaliagdo do ruité genotdxico e dos
mecanismos de ac¢des dos agentes testados (GRAS8H), 19

A introducgdo desta espécie como sistema de endsméantiga, sendo
utilizada em estudos para demonstrar distlrbiokism mitdtico devido uso de
colchicina (LEVAN, 1938). Desde entdo, adaptac@matodologia do teste de
A. cepatém sido usadas para otimizar a avaliacdo dasirasstomplexas que
promovem a contaminacdo ambiental (RANK; NIELSEN93; MA et al.,
1995).

O estudo sobre efeitos genotoxicos por meio ddzgpéal de alteracdes
cromossdmicas em raizes de cepaé uma alternativa eficiente devido ao
crescimento rapido de suas raizes, a elevadaguegiio celular, alta tolerancia
a diferentes condi¢cdes de cultivo, disponibilidatli#ante o ano todo, facil
manuseio, e possuir cromossomos em numero red@2igdl6) e de grande
tamanho (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; MATSUMOTO at, 2006;
LEME; MARIN-MORALES, 2009). Além disso, € uma awgfo indicada e
validada por diversas agéncias ambientais, comoogrédna Ambiental das
Nag¢bes Unidas (UNEP - United Nations Environmenidogram), a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO - World Healttgabization) e a
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Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados UnidoSERA - U.S.
Environmental Protection Agency) (GRANT, 1982).

Por isso, este organismo-teste tem sido amplamesatéo para testar
amostras ambientais complexas liquidas como e#sendustriais (RADIC et
al., 2010; OLORUNFEMI; OGIESERI; AKINBORO, 2011; MASOOD;
MALIK, 2013) e aguas impactadas por efluentes itthis (MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; SHINA,;
MARIN-MORALES, 2009; DUSMAM et al., 2014).

Considerando todas as vantagens que o sistemaAtestpaapresenta,
ele tem sido indicado para avaliar os impactos amns por diversos
contaminantes ambientais caracterizando-se como famamenta importante

para estudos de monitoramento ambiental com refi@ossultados satisfatorios.

2.6 Anatomia vegetal na avaliacdo de contaminantesnbientais

As modificacdes anatbmicas em plantas observadas exposicdo a
poluentes, mesmo sem alteracdes macroscopicascarfoa importancia de
estudos anatdbmicos para o diagnostico de injarias oluentes e o
entendimento dos mecanismos de fitotoxicidade. dlhais retratam a
importancia da analise anatdbmica de raizes de gdaswb efeito de vérios
poluentes (SOIKKELIS, 1981; KOZHEVNIKOVA; SEREGINBYSTROVA,
2007; CAVUSOGLU et al., 2011).

As plantas ao serem expostas a determinadas stibst&oomo, por
exemplo, metais pesados, além das alteracGesofigias podem apresentar
também alteracbes anatdmicas. Segundo Zhou eP@)8)Y, muitas plantas
aguéticas respondem a contaminacéo por meio ddicagdies em sua estrutura

interna.
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Em casos de contamina¢éo do solo o sistema radiplarticularmente
afetado, pois, a raiz € o primeiro 6rgdo da plape se expbe ao contaminante
devido ao seu contato direto com estas substan@ESGENHARDT;
GIMMLER, 2000). Portanto, alteracdes morfofisioldag em todo o corpo da
planta podem estar relacionadas diretamente asfioamdies na estrutura
radicular, decorrentes de respostas a contaminantbintais haja visto que as
raizes constituem a via primaria de absorcdo da éguwtrientes no vegetal.

Estudos tém mostrado que uma variedade de condegiesssantes
pode promover modificagbes na estrutura da raimeseet al. (2011) avaliando
os efeitos dos rejeitos da industria de zincoSatix humboldtiangsalgueiro)
verificou que as raizes destas plantas apresentagaon espessura da epiderme,
exoderme e endoderme enquanto que o nimero deritemeondutores do
xilema diminuiu. A formacdo de espagos intercekgano cortex radicular de
Thlaspi caerulescendevido a morte celular induzida por cadmio foi trexda
por Wojcik et al. (2005). Ja Pereira et al. (20E/gliando a fitotoxicidade por
chumbo eml_actuca sativayerificou que a presenca deste metal em diferentes
concentragfes, induziu modificacdes significatimasanatomia radicular como
aumento linear da espessura da exoderme com o sudenconcentracbes de
chumbo e reducao da espessura da endoderme.

Tecidos radiculares d&lliun cepaforam analisados por Turkmen et al.
(2009) para identificar possiveis alteracGes amgtls induzidas por aguas
residuérias. Este estudo mostrou a ocorréncia desdanatdmicos, tais como,
actumulo de compostos quimicos no parénquima chrtééulas com nucleo de
formato atipico, tecido vascular com estruturaxpavidentes e morte celular.

As caracteristicas morfolégicas da zona meristemag da coifa
também foram importantes na avaliacdo dos efefidsds por diferentes tipos
de estresse. A redugdo nos meristemas$erghum bicololL. e Pisum sativum

L., espessamento da camada de células da coifaGklwcine maxL. e
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comprimento das células da coifa &@®a mayd.. foram parametros avaliados
para determinar os efeitos toxicos por metais mssa&dradiacdo em plantas
(PEIXOTO; PIMENTA; CAMBRAIA, 2007; KOZHEVNIKOVA; SREGIN;
BYSTROVA, 2007; CAl et al., 2011; KRAVETS et alQ22).

Diante do exposto, uma maneira de elucidar os sséfeitos dos

contaminantes ambientais em plantas seria por deefivaliag6es anatémicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obteng&o da amostra do efluente do polimento dechas ornamentais e
do material vegetal

Para os testes de toxicidade e alteracGes anatfoiaasado o efluente
do processo de polimento das chapas de granitoecmtth como lama de
polimento que né&o possui qualquer tipo de trataméitram coletadas amostras
do sobrenadante da lama de polimento em tanquesdimentacdo horizontal
de uma empresa de beneficiamento de rochas ornaisdiotalizada no
municipio de Nova Venécia, no Estado do Espiritot&aAs amostras foram
coletadas no ponto do tanque que recebeu o efludinegamente do
equipamento de polimento e foram acondicionadasesipientes plasticos de
20 litros.

Os bulbos deA. cepal. cultivar bola precoce, selecionadas quanto a
uniformidade do tamanho foram adquiridos no comoéda cidade de Lavras
MG. Foram selecionados bulbos que apresentavam os neelaspectos, isto &,
com auséncia de traumas, deformidades naturaistersimacéo por fungos.

3.2 Local de execucéo e andlises do efluente doipento

Os experimentos foram realizados no Laboratéridug@gtomia Vegetal
e no Laboratério de Citogenética do DepartamentoBadogia (DBI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA - MG).

As andlises do efluente proveniente do polimentoodbas ornamentais
foram realizadas no SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDRed. MG 10 —
Km 24,5 - Vespasiano-MG e a metodologia analitidgiizada para
determinacdo da composicdo quimica atendeu as ifspgies descritas no
Standard Methods for the Examination of Water arakévater de autoria das
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instituicdes APHA (American Public Health Assoaiafi, AWWA (American
Water Works Association) e WEF (Water Environmesadération) que consiste
numa publicacdo conjunta de métodos e técnicasadi®nais para analise de
aguas residuarias (EATON et al., 2005).

As amostras do efluente do polimento foram subrastal uma andlise
guantitativa e qualitativa utilizando as técnicaaltticas ICP —-MS e ICP-AES.
Estas técnicas fazem um ultra rastreamento dosisnides componentes
quimicos da amostra por meio da espectrometriaadsanpor plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) e da espectrometria de €misddmica por plasma
acoplado indutivamente (ICP-AES).

Para a analise realizada pelo laboratério de a@saligeoquimicas
GEOSOL optou-se pelo método de cédigo do ME — M§6é utiliza as
técnicas para rastrear até 51 elementos quimicesemies numa mistura
complexa e de composi¢do quimica variada como siadenado o efluente do
polimento.

Estas andlises foram realizadas apenas para forneca descricdo
sucinta da composicao quimica do efluente do polimde rochas ornamentais.
Os dados da composicao quimica desta agua residagaim confrontados com
os limites maximos permitidos pelas legislacdes rggalamentam as condutas

relacionadas ao meio ambiente.

3.3 Planejamento experimental e coleta das raizes

O experimento foi montado em casa de vegetacdoetinedmento
inteiramente casualizado (DIC) utilizando seis emiacdes crescentes do
efluente do polimento. Para o preparo das diluigi@ssamostras do residuo foi
utilizada éagua destilada, obtendo-se as seguintexentracdes: controle
negativo (somente agua destiladed,5%, 25%, 37,5%, 50%, 75%, e 100%
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(residuo na forma bruta, ndo diluido) (v/v). Paoatmle positivo usou-se o
agente indutor de danos no DNA, metilmetanosulfo(l&MS) na concentracao
4x10*M (LEME; MARIN-MORALES, 2008), totalizando oito tramentos com

cinco repeticdes. Antes da exposicdo aos tratametddos os bulbos foram
desbastados na regido do prato com laminas deaag@pssibilitar o estudo do
crescimento das raizes quando expostas aos tratemEm seguida, dez bulbos
foram dispostos em uma prancha de isopor perfuidideensdes 15 cm x 20
cm) sobre bandejas que continham 2L da amostrdluente do polimento nas
diferentes concentragcfes. Devido & evaporacéo, lameo do efluente nas
respectivas concentra¢des foi reposto diariameigstivando a manutencao
das raizes mergulhadas durante todo periodo exgraai Apés 20 dias de

exposicao, as raizes foram coletadas com auxiliordetesoura. .

3.4 Andlise de ciclo celular e avaliacao da genotoxlade

Para analise do ciclo celular d#lium cepa(2n=2x=16 cromossomos),
as coletadas foram fixadas em solucdo de Carnayo{vAcido Acético 3:1 —
vlv) por 24 horas, em temperatura ambiente. Apoh@4s, as raizes foram
transferidas para uma nova solucédo de Carnoy, fomdm conservadas a -4°C,
até sua utilizacdo na confeccdo de laminas. Pprapgaro das laminas, foi feita
a hidrélise em HCI 5 N por 20 minutos em tempeefmbiente e utilizaram-se
quatro pontas de raiz para a confeccdo de cadadamimontagem das laminas
foi feita segundo a técnica de esmagamento (GUERRBLJZA, 2002). As
laminulas foram removidas em nitrogénio liquid@agds secagem, as laminas
foram coradas em solucéo de Giemsa (5%). As anétisem feitas na objetiva
de 40X em microscépio trinocular Zeiss modelo Akab Al de tecnologia

alema (Carl Zeiss), fabricado na China e com sistdm captura de imagens
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acoplado com cémera digital — Axio Can ICc 1. Forawmaliadas cinco

laminas/tratamento e 1000 células/lamina.

3.4.1 Analise dos dados do ciclo celular

A andlise do potencial genotoxico foi realizada cdrase nas
frequéncias de anormalidades em todas as faseigldacelular. Os diferentes
tipos de anormalidades foram categorias em: (iyraalidades cromoss6micas
(AC) que compreendem os stickiness (aderéncia @sdmoica), C-metafase,
ponte cromossémica, multipolaridade, poliploidiaprcossomos/fragmentos
perdidos e (ii) as anormalidades nucleares (AN) qoenpreendem o0s
micronicleos (MN), os brotos nucleares, os nuclebsilados e as células
binucleadas. O numero total de AC e de AN naslaglmeristematicas das
raizes deA. cepafoi contabilizadoe obtido o percentual da frequéncia total
destas anormalidades (AC e AN) em cada concentresiadapor meio das
formulas:

AC (%) = Total de anormalidades cromossémica80
Total de células avaliadas

AN (%) = Total de anormalidades nucleaxek00
Total de células avaliadas

Para cada tipo de AC e AN existe um mecanismo &&mepara induzi-
la. Em vista disso, realizaram-se as andlisesig#tat de todos os tipos de AC
e AN separadamente com o objetivo de avaliar o nitedacéo, aneugénica ou
clastogénica, das substancias presentes no efluentpolimento sobre o
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organismo — teste. Para isso, calculou-se o peretd frequéncia de cada tipo

de anormalidade (AC e AN) em cada concentrac@adagor meio da formula:

Tipo de anormalidade (%) = Tipo de anormalidad®0
ofdl de células avaliadas

Para os efeitos citotdxicos foram avaliadas asagifes observadas nos
indices Mitdticos (I.M.) de todas as amostras, elagéio aos testes controles. O
indice mitotico foi obtido pela relagéo entre akileés em diviséo celular e o

total de células avaliadas, seguindo a férmula:

IM = NUmero total de células em divis&d.00
Total de células avaliadas

As células apoptéticas, nucleos condensados ediatpa (NC), ou seja,
em processos de morte celular, também foram caaside como uma categoria
indicativa de citotoxicidade e analisadas separadsrdas AN.

As melhores figuras das anormalidades observadas,gada amostra,
foram fotodocumentadas em microscopio, para registrcomprovacdo dos

resultados.

3.5 Analise anatdmica quantitativa e qualitativa

Para a realizacdo da andlise anatbmica, as rabtadas aos 20 dias
ap0s a exposicdo aos tratamentos foram fixadas &by, (solucdo de
formaldeido, acido acético e etanol) por um peridel@2 horas e armazenadas
em etanol 70% até a data das analises (JOHANSEN), XRAUS; ARDUIN,
1997).
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Para realizar as secc¢des, o material foi embloeatoesina. Para isso,
as raizes foram desidratadas em série etilicaolet®0, 92,5%, 100%, etanol
100% com resina ativada na propor¢cédo 1:1(uma partetanol e uma parte de
resina ativada) e por fim resina ativada. Em segtadam infiltradas e incluidas
em hidroxietil-metacrilato Leica®.

Para a confec¢do das laminas foram feitas secciggtudinais na
regido meristematica e transversais na regidoemilifcom o auxilio do
micrétomo de deslize ou rotativo marca YIDI.

As secgBes foram coradas com azul de toluidina®®,85nontadas em
Permount (FEDER; O’BRIEN, 1968). As laminas forarhservadas em
microscopio trinocular Zeiss Axio com sistema dpteea acoplado com camera
digital — Axio Can ICc 1.

A analise anatdmica quantitativa foi realizada egi&o meristematica
das raizes e as seguintes caracteristicas foraliadas a area percentual de
cada um dos meristemas primarios (protoderme, tepras fundamental e
procambio), a area percentual da coifa, a areepei@ do centro quiescente e
a area total da raiz. A andlise anatdmica qual&afoi realizada na regido
pilifera.

Apés captura das imagens, as medicdes da areaddecaeacteristica
foram feitas no software de andlise de imagensg@dacalibrado com uma
régua micrométrica fotomicrografada nos mesmos atome das
fotomicrografias.

Foram analisadas cinco raizes, fazendo uma lanara gada raiz e
analisando cinco campos por lamina, totalizandaebiacdes para a analise de

cada caracteristica em cada tratamento.
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3.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados da anatomia iedite mitético
foram realizadas utilizando-se o software SISVAR G-ERREIRA, 2011).
Antes da realizacdo de uma analise paramétricdadss foram testados quanto
a sua normalidade e os que ndo apresentaram ulishib normal, foram
transformados. Os dados foram submetidos a andlesevariancia em
delineamento inteiramente casualizado e as médiaparadas pelo teste de
Scott-Knott, com 5% de probabilidade de erro, obnstidos ao teste de
regressaoPara as anormalidades cromossOmicas e nucleanadif@do o teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05) e a analise estatist@arealizada utilizando-se o
software R (R Core Team, 2013). Os resultados foeapressos utilizando

média e o erro padrao.

3.7 Tratamento de residuos contaminados

As solugcBes preparadas com o efluente do polimentdoulbos
contaminados foram encaminhadas ao Laboratério dstd®@ de Residuos

Quimicos da UFLA, para o correto tratamento e diiggo final desses residuos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da Composicdo quimica do efluente do Ipuento de rochas
ornamentais

O resultado da analise qualitativa mostrou que Bibsparametros

rastreados pelo método de cédigo ME — MS61, 16sdelmm encontrados no

efluente do polimento de rochas ornamentais (Ta)ela

Tabela 2 Resultados das andlises quimicas apredenta concentracdo das
substancias presentes no efluente do polimentoat®s ornamentais
coletadas em Nova Venécia-ES e o respectivo ligstabelecido pela
NBR 10.004/2004 anexo G que contém os padrfesifidasdo de
efluentes industriais

Parametros Unidade Efluentedo polimento LMP
Aluminio Total mg Al. [ 0,07 0,2
Bario Total mg Ba. L* 0,02 0,7
Boro Total mg B. [* 0,15 ok
Célcio Total mg Ca. £ 9,47 o
Cloreto mg Cl L™ 1117 250
Estroncio Total mg Sr. t 0,10 ok
Fenobis mg gHsOH.L™? 0,01 0,01
Fluoreto mg F L 0,31 1,5
Litio Total mg Li. L 0,21 ok
Magnésio Total mg Mg. £ 366 b
Niquel Total mg Ni. ! 0,04 o
Potassio Total mg K. £ 133 i
Sédio Total mg Na. £ 194 200
Sulfato mg SQ L™ 1,39 250
Tungsténio Total mg W.t 0,23 o
Vanadio Total mg V. Lt 0,01 o

*LMP — Limites Maximos Permissiveis segundo o An€da NBR 10.004/2004.
** Nao especificado no anexo G da NBR 10.004/2004.

As maiores concentracdes foram observadas pararésetros Cl, Mg,
K, e Na (Tabela 2). Para varios componentes dekestaa composicao da lama,
ndo ha determinacdo do limite maximo permitido plelgislacdo vigente
estabelecida pela Resolugédo n° 430 do Conselh@hailo Meio Ambiente —



40

CONAMA (BRASIL, 2011) que dispde sobre as condic@egpadrbes de
langcamento de efluentes.

Muitos dos contaminantes deste efluente sédo prentss da enorme
guantidade de insumos e/ou produtos quimicos coesinas, polimeros,
pastilhas abrasivas que as empresas de benefit@mnuditizam durante o
processo de polimento. Segundo Braga et al. (2@10pmposicdo quimica da
lama do polimento esta diretamente relacionadaipso de pastilha abrasiva
utilizada durante o processo.

Pelas analises, o cloreto foi um dos componentesngétados em altas
concentracBes no efluente do polimento de rochzanmentais (Tabela 2). Este
resultado é corroborado por uma pesquisa que nuogtre a pastilha abrasiva,
cuja composicdo apresenta cloretos, € a mais eagaegas empresas de
polimento, devido ao seu baixo custo (BUZZI, 2008).

Para fins de comparagdo, a concentracdo de cloestosntrada na
amostra do efluente do polimento foi cinco vezegpesor ao limite
recomendado pela NBR 10.004/2004 anexo G que disgdpadrées para
classificacdo de residuos. Se considerar esta miwacéo de cloreto e seguir 0s
critérios de classificacédo estabelecidos por estaa, o efluente proveniente do
polimento de rochas ornamentais é um residuo m@teiristo €, representa risco
ao meio ambiente. Pela Resolucdo n° 430 do Condedwional do Meio
Ambiente — CONAMA, nao é possivel fazer nenhum tpa@omparacao, pois o
parametro “cloretos” ndo aparece especificado Iogldd que contém os valores
maximos permitidos.

Segundo Ayers e Westcot (1999), os ions que maiguéntemente
causam toxicidade s&@o o cloreto, sédio e o borstilios em relacdo ao
balanco ibnico e ao efeito especifico dos ionsesalsrenzimas e membranas
celulares, séo consequéncias de um excesso de spdimbretudo, um excesso

de cloreto no protoplasma das células (LARCHERQ2080 solo, o excesso de
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cloretos provoca aumento da salinidade causand@gile do seu potencial
osmotico e consequentemente prejuizos para agpldevido ao decréscimo da
disponibilidade de agua.

O uso de aguas, com predominio de cloreto, pasa din irrigacao
promove danos a cultura indicando efeito fitotoxiooa vez que os cloretos sédo
absorvidos pelas raizes e transportados as folttes é@acumulado, acarretando
gueima nas bordas das folhas, principalmente emdigies de alta
evapotranspiracdo (MAIA; RODRIGUES; LACERDA, 2012).

Estudos sobre crescimento e acumulo de ions Handroanthus
serratifolius cultivadas em solucdo salina, mostraram que o ionesto das
plantulas desta espécie foi reduzido devido aoiosfédxicos resultantes do
acumulo de sodio e cloreto (PEREIRA; POLO, 2011).

Os outros elementos quimicos que foram encontraiosoncentracdes
maiores nas amostras do efluente do polimentorrs@mésio, sédio e potassio.
Estes elementos ndo se encontram na tabela 1 dalu€&s n° 430 do
CONAMA, portanto, nao foi possivel confrontar ogldsa para verificar se os
teores estdo acima do limite maximo permitido @ba degislacdo. No anexo G
da NBR 10.004/2004 ha especificacdo somente ppaadmetro sodio e este foi
encontrado em teores bem préoximos ao LMP (Tabel&@&jundo Lima (2008),
0s principais elementos correlacionados com o migedalinidade sédo os cations
de sodio, célcio, magnésio e potassio e os anilmmeta, sulfato, carbonato,
bicarbonato, fluoreto e nitrato, os quais foramkém encontrados na amostra
do efluente do polimento de rochas ornamentaisisats (Tabela 2). Sendo
assim, os resultados obtidos para estes paranretrelam que o efluente em
anélise encontra-se com nivel de salinidade premtapOs altos teores destes
elementos quimicos no efluente do polimento podesarerelacionados a
composi¢ado quimica da prépria rocha, pois segumdgaBet al. (2010), em seu

trabalho sobre caracterizacdo ambiental de lamdsedeficiamento de rochas,
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varios elementos presentes nas amostras estudademmt como principal
origem a rocha beneficiada.

O sddio, quando presente em altas concentracderjpafetar a
porosidade do solo comprometendo sua permeabilif/étO; MARQUES;
MELO, 2002). Isto pode diminuir a capacidade de amenamento e
movimentacdo de agua e aumentar a resisténcia io@@penetracéo de raizes
(RIBEIRO; FREIRE; MONTENEGRO, 2003). Além dissoercesso de sddio,
eleva o pH do solo, causando desbalancos nutrisioeadiminuindo a
disponibilidade de alguns nutrientes as plantad{T2EIGER, 2004).

O teor de fendis totais na amostra do efluentedlimpnto enquadrou-
se no LMP da NBR 10.004/2004 anexo G (Tabela 1x Resolucdo n° 430 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (BRASI2011), o teor
encontrado de fenéis nas amostras avaliadas napasdsou o LMP. Os fendis
sdo substancias que tém causado uma constanteipaeéo do ponto de vista
ambiental, por isso estao incluidos pelos érgaasdeole na lista de poluentes
prioritarios. Esta lista € composta pelas subsd@nonais nocivas a saude
humana e ao ambiente. O alto grau de toxicidadacbmulagcéo nas diferentes
cadeias alimentares mesmo em baixas concentragi@Ersisténcia no ambiente
sdo caracteristicas inerentes aos fendéis que looatn para sua inclusdo na
referida lista (RODRIGUES; SILVA; SILVA, 2010). Na&gguas tratadas, os
fenois reagem com o cloro livre formando os clanéfs, que produzem sabor e
odor na agua. Por estes motivos, os fendis apesadimhites bastante restritivos
para sua concentracdo nas aguas. Segundo a Resafu@7 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2005)ue dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes aalige para o seu
enquadramento, a tolerdncia em relagéo a concéatgfenois nas dguas para
consumo humano é 0,003 mg/L. A amostra do eflugmtgolimento apresentou

concentragdo trés vezes superior ao LMP. A presdog fentis advém das
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resinas utilizadas durante o processo de polimgniis suspeita-se que elas
tenham fendis em sua composicao.

Para os demais parametros, ndo sdo encontradeaslaes maximos
permitidos na legislacdo brasileira vigente estaligh pela Resolugdo n° 430
do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA. fetdnto, os teores do
Al, Ba, Ni, Fluoreto e o sulfato foram confrontadmsm os LMP dispostos na
Resolucédo n° 357 do CONAMA que é relacionada &iflea¢do dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadtaniessa analise comparativa
mostrou que apenas o parametro Ni estava em ddsamam esta legislagéo.

Diante disso, entre 0s componentes encontrados fluente do
polimento, o cloreto, devido aos altos teores efnados, e os fendis devido ao
nivel de toxicidade, sdo os que merecem maior aenontudo, é preciso
considerar que essa andlise reflete temporaligenie refere- se as condi¢cdes da
amostra naquele momento da coleta. Portanto, aasigdip quimica da amostra
podera mudar, uma vez que dependera de varioesatomo: quantidade e tipo
de rocha polida, tipo de pastilha abrasiva utiléza processo de polimento.
Desta forma, uma analise posterior podera revéfiaredtes concentracdes e até
mesmo a presenca de outros componentes na amostra.

Ainda assim, ha de se ter maior preocupacdo solpee@sédo dos
valores maximos permitidos estabelecidos pelasligies vigentes, uma vez
gue, alguns estudos tém mostrado que efeitos geéoasdsignificativos tém
sido observados, mesmo quando os valores da coragdu séo inferiores aos
permitidos (MATSUMOTO et al., 2006).
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4.2 Analises do ciclo celular

4.2.1 indice mitético (IM)

A partir de valores dos indices mitoticos é podsivaliar o potencial de
uma determinada substancia em inibir ou aumentaoliferacdo celular. As
andlises do IM das raizes de cepaexpostas a diferentes concentracdes do
efluente do polimento, mostraram que o IM apresentm comportamento
linear significativo (F = 12,78 e g 0,01). O aumento das concentra¢des do
efluente do polimento promoveu um decréscimo limeatM das raizes da.
Cepa apés 20 dias de exposicao, sendo que o menor paler o IM foi
encontrado na concentracdo 100% (v/v) que € orgfluea sua forma bruta

(Figura 1).
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Figura 1 indices mitéticos (IM) observados em @&ulmeristeméticas
radiculares deA. cepasubmetidas a diferentes concentracdes do
efluente proveniente do polimento de rochas orngaigen
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O indice mitotico reflete a freqiiéncia de divis@utar e por isso é
considerado um importante pardmetro nas avaliagée®xicidade, capaz de
estimar os niveis do potencial citotéxico de um taoinante ambiental
(KURAS et al., 2006; TURKOGLU, 2007). Segundo LemeMarin-Morales
(2009), resultados satisfatérios sdo mostrados @msvestudos que utilizaram
avaliacdo do IM para detectar e mensurar a citoitedle.

O nivel da citotoxicidade pode ser determinado pelonento ou
decréscimo do IM (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES2007).
indices mitéticos (IMs) significativamente abaixaqgiele observado no controle
negativo, caracterizam queda no processo de divislidar indicando que
alguma substancia quimica acarretou danos ao srgarteste. Por outro lado,
IMs acima daquele observado no controle negatigdicam aumento na divisdo
celular e também poderao indicar algum dano amigge-teste, uma vez que a
proliferacdo celular desordenada pode ser respehgd@la formacdo de
tumores.

Os contaminantes podem alterar diversos eventosbdiatos e ao
interagir com biomoléculas e estruturas celulages responsaveis por efeitos
fitotéxicos, tais como disturbios do ciclo celulda divisédo celular e reducéo do
crescimento (EZAKI et al., 2008). Samuel, Osuatadeigah (2010) avaliaram
a citotoxicidade de efluentes industriais sobreepae verificaram que o indice
mitotico diminuiu com as concentracBes crescenteseftlente. Resultados
semelhantes foram obtidos apOs exposicdo da raiA. deepaao SPL, um
residuo sélido gerado pela inddstria produtora teni@io (ANDRADE-
VIEIRA; CAMPOS; DAVID, 2012).

Considerando as concentracdes testadas do efiep@imento, pode-
se concluir que, o decréscimo do IM inversament@pgrcional a concentracao
do residuo, verificado neste estudo, demonstra ocauémento da concentracao

do efluente do polimento inibiu a divisdo celular mbgido meristematica das



46

raizes déA. cepa, sugerindo toxicidade promovida pelas substarmiasentes

neste efluente.

4.2.2 Anormalidades nucleares (AN)

Os bulbos deé\. cepa quando expostos as diferentes concentra¢des do
efluente do polimento de rochas ornamentais, apt@sen anormalidades
nucleares (AN) em células meristeméticas radicsl@fggura 2 e Tabela 3).

As anormalidades nucleares (AN) podem ser conglderalteracdes na
morfologia dos nudcleos interfasicos ap6s exposgaalgum tipo de agente
toxico (LEME; MARIN-MORALES, 20009).

Considerando esta caracterizagéo, as frequént#as tie AN, em todas
as concentragfes do efluente do polimento, forgmergres as encontradas no
controle negativo, sendo a maioria delas estais@nte significativas, com
excecado das concentracdes 100% e 75% (v/v). Adnestucdo das frequéncias
de AN para as maiores concentracdes testadasudmifldo polimento pode ter
sido em decorréncia de outros danos drasticosdesfpelas células, tais como,
a alta frequéncia de nilcleos condensados e o =0 de degradacdo dos
ndcleos nas células meristematicas da raizAdecepa expostas a estas
concentracdes (Tabela 4 e Figura 3). A analiseedméncia total de AN indicou
efeito genotéxico dos componentes quimicos presem@fluente do polimento
e verificou-se que houve um efeito crescente dacittade a partir da
concentracdo 25% (v/v) até a concentracdo 50%. (Pa analise, apenas da
frequéncia total de AN, ndo é possivel definir cscamismos de acédo destes
sobre o0 material genético da célula, porém anals#soladamente cada tipo de
anormalidade observada, pode-se inferir sobre gsbssiveis mecanismos,

classificando-os como de acao clastogénica ou énesy



Figura 2 Danos observados nas células das raizédlide cepaexpostas a
diferentes concentracdes do efluente do polimenfoA2-
Cromossomos perdidos; B-B2- C- Metafases; C-C2+diacleos; D-

D2- Multipolaridade; E-E2- Pontes cromossdmicas;1F-Stickiness;
F2- Broto nuclear. Barra 50 um



Tabela 3 Médias da Frequéncia (%) de AN, MN, bratosleares, nucleos lobulados e células binucleatdadeos
polipléides e assincronicos observadas em céludastmmaticas radiculares Be cepaexpostas a diferentes
concentragbes do efluente do polimento de rochaanmentais e aos testes de controle negativo (agua
destilada) e positivo (MMS), apos 20 dias

Concentracao Tipos de Anormalidades (%)
dc(jnopifllil;sgr:(teo AN (%)1 Brotos MN Nucleos C.é Iu,l.a Npclgo; .Célula
(%) iv lobulados polipléide assincronicos binucleada
CN 0,02 £0,004 e Ob 0,02 £0,004d Ob Oa Oa ao
12,5 0,34+0,025cd 0,02+0,004 b 0,32+ 0,027 bc Ob Oa Oa Oa
25 0,90+0,043b 054+0,044a 0,280,033 bcd Ob 0,02+0,004a 0,04 +0,004a 0,02 £0,004 a
37,5 0,94 £0,058 bc 0,62 +0,054 a 0,32+0,007 b Ob Oa Oa Oa
50 188+0,224b 1,20+0,200a 0,34+0,025bc 16,0,027a 0,02£0,004a 016+0,032a Oa
75 0,18+ 0,027de 0,06 +0,008b 0,12 +0,019 cd b 0 Oa Oa Oa
100 0,04 £0,004 e Ob 0,04 £0,004d Ob Oa Oa a o
CP 252+0,08la 0,76 £0.060 a 152+0,059a 4$6€0004a Oa 0,20 +0,025a Oa

Médias seguidas de erro padrdo. As médias segd@latesma letra ndo diferem entre si de acordo cteate de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade de erro. MN — micronucleos, -Aldnormalidades nucleares (alteragcdes do tipo Mdips, nucleo lobado e
célula binucleada, nucleos polipléides e assincg®)j CN- controle negativo (agua destilada) e @Bntrole positivo (MMS metil
metano sulfonato).

LAN (%) = total de anormalidades nucleares x 1@@al e células avaliadas.

2(%) = tipo de anormalidade observada x 100 / watélulas avaliadas.

8
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Os brotos foram as anormalidades nucleares endastreom maior
frequéncia e observou-se um aumento deste tip@amermalidade a partir da
concentracdo 12,5% (v/iv) até 50% (v/v). Porém, sesguEncias foram
estatisticamente significativas nas concentracdes3Z,5 e 50% (v/v) em
relacdo ao controle negativo (Tabela $egundo Fernandes, Mazzeo e Marin-
Morales (2007), o ndcleo ao eliminar material geonétorma uma espécie de
protrusédo gerando os brotos nucleares que postene podem se separar do
nucleo dando origem a microndcleos e microcélibasta forma, a presenca de
brotos nucleares é uma forte evidéncia de acday@naa dos componentes do
efluente do polimento indicando que estes compesempresentam afinidade e
interagem com o fuso mitotico.

O segundo tipo de AN mais encontrado foram os migizos (MN).
Esta anormalidade é considerada, por diversosemjtom excelente parametro
para avaliar efeitos de agentes tdxicos pois permindlises simples e eficazes
(LEME; MARIN-MORALES, 2009)

Os MN se originam de alteragfes nos cromossomaom dNA que as
células ndo conseguem reparar podendo ser repagsa@aas futuras geracoes
celulares, portanto, facilmente fixadas nos orgaogs Por estas razoes, a
presenca de MN em células é indicacdo de mutagexiei (VENTURA;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008). Segundo Yi e Meng(Q@3), os MN
podem levar a célula a morte devido a supressdgedes essenciais para a
proliferacdo celular.

As frequéncias de MN observadas nas células mmdsieas deéd. cepa
foram maiores e estatisticamente significativaseasontradas no controle
negativo, para a maioria das concentracfes testhdafiuente do polimento,
com excecdo das concentracdes 100, 75 e 25% (abeld 3). A drastica

reducdo de MN nas maiores concentragdes do efluean®ém pode estar
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relacionada com o alto comprometimento celular jprodo pela incidéncia de
nucleos condensados e degradados neste tratamento.

Anormalidades cromossémicas como cromossomos psrdidu
fragmentados podem dar origem aos MN. Além dissopmtos nucleares,
recurso utilizado pelas células para tentar reatauploidia normal em casos de
poliploidizacdo, também podem originar os MN. Aufig 2C1, mostra a
eliminacdo de um MN a partir de um broto nucleand® uma forte evidéncia
de que brotos podem ser geradores de MNSs.

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), a presencdiealém de
avaliar os efeitos mutagénicos, permite uma ingasfio dos mecanismos de
acdo dos agentes quimicos, visto que estas AN pedeprovenientes tanto de
fragmentos cromossdmicos resultantes de uma qu@mn@o clastogénica)
guanto de cromossomos inteiros e perdidos (acaogénia) durante o
processo de divisdo celular. Diante disso e pelguéncias estatisticamente
significativas de MN nas concentracdes testadgs3B6, e 12, 5 % (v/v) pode-
se pressupor que, nas referidas concentracdes)uentef proveniente do
polimento de rochas ornamentais apresenta umanagémgénica e genotdxica
sobre o organismo-testd. cepa evidenciando um modo de acdo tanto
aneugénico quanto clastogénico.

Os nlcleos lobulados foram observados em célulasteraaticas de
raizes expostas apenas a concentracdo 50% (v/ejludmte do polimento. A
frequéncia encontrada para esta anormalidade fistiesmente diferente
daquela encontrada no controle negativo e semelhatela encontrada no
controle positivo (Tabela 3). Fernandes, Mazzeo arifMMorales (2009)
afirmam que ndcleos lobulados podem ser originagzartir de anafases
multipolares, uma vez que a presenca de multipialde parece ndo impedir que
0 envoltério nuclear se reestruture. Dessa formanwoltério acompanha a

distribuicdo irregular do material genético na @ékiorigina o nicleo lobulado.



Figura 3 Fotomicrografias de diferentes morfologessociadas ao processo de
morte celular programada em células meristematieapontas de
raizes deA. cepaapds exposicdo ao efluente do polimento. (A e Al)
Células meristematicas do tratamento de controlgathe® com
algumas fases do processo mitético (setas) e B), (D) e (E)
células meristematicas apds 20 dias de exposicdeflaente do
polimento na concentracdo 100% v/v; (B) Nulcleosaradinte
condensados, fortemente corados e a ausénciaidaaoelular; (C)
Nucleos fragmentados em pequenas esferas formagdsculos
heterocromaticos no interior do citoplasma; (D) Mas com alto
grau de degradacéo; (E) Células com degradac¢édbdotalcleo.
Barra 50um
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Outro parametro utilizado neste estudo para avagrefeitos do
efluente do polimento sobre o organismo-te&tecepa foi a ocorréncia de
condensacao nuclear.

As células meristematicas do apice das raizés depaapds exposicdo
ao efluente do polimento de rochas ornamentaissapta&ram nulcleos em
diversos graus de condensacao e degradacao datioa(frégura 3B, 3C, 3D e
3E).

Para a ocorréncia de nucleos condensados (NC)rvolbisge valores
crescentes das frequéncias a medida que aumemtmcantracdo do efluente.
Com exce¢do da concentracdo 12,5% v/v, a frequédeidNC diferiram
significativamente do controle negativo (agua tidd). Comparando-se ao
controle positivo (MMS), exceto para as conceniach2,5 e 25% v/v, em

todas as demais a frequéncia de NC foram muitarisuipe (Tabela 4).

Tabela 4 Médias da Frequéncia (%) de nucleos ceades, observados em
células meristematicas radiculares Alecepaexpostas a diferentes
concentragfes do efluente do polimento de rochzmentais e aos
testes de controle negativo (dgua destilada) d¢iyamgMMS), apos

20 dias

Concentracado do efluente do polimento (%) v/iv NUctes condensados (%8)
Controle negativo (dgua destilada) 0od
12,5 0,32 £0,041d
25 12,94 +1,083 c
37,5 6,32 + 0,606 ¢
50 32,42+1,382b
75 80,34 +£2,825a
100 83,16 £ 2,540 a
Controle positivo (MMS) 2,340+0,916 c

Médias seguidas de desvio padrédo. As médias segdédmesma letra ndo diferem entre
si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis a 5%rdéabilidade de erro. MMS — metil
metano sulfonato.

1 NC (%) = total de nucleos condensados x 100 detaélulas avaliadas.

Entre os indicadores de ocorréncia de toxicidadé aspresenca de

células com nicleos excessivamente condensadogamespo de morte. Em
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organismos multicelulares isto pode ocorrer quaaslacélulas sofrem danos
causados por exposicdo a agentes toéxicos, desancmdema complexa

sequéncia de eventos que podem resultar em mold&arcerocesso

conhecido como morte celular programada (MCP) (NER et al., 2005).

Segundo Behboodi e Samadi (2004), os principaistesedurante o
processo de MCP em plantas sdo as mudancas natedati@as morfolégicas
como nlcleos condensados e marginais, esferas aieatima condensada,
nucleos fragmentados e corpos apoptoéticos semekhatds encontrados nas
células animais em apoptose.

Embora existam algumas duvidas sobre a formacgédocatpos
apoptoticos em células vegetais (WANG; BOSTOCK; GHRIST, 1996), tem-
se observado em plantas a sequéncia de evento€Bedmo o fluxo de célcio,
liberacdo mitocondrial de proteinas apoptéticasyagiio de proteases e
finalmente a destruicdo da célula, resultando emfategia celular do tipo
apoptotica observadas em células animais (REAPECAEE, 2010).

As células expostas as concentracfes do efluenteservadas nesse
estudo apresentaram diferentes graus de destruiehidar como: nucleos
pequenos e excessivamente corados (Figura 3B),eaxicfragmentados
formando corpusculos heterocromaticos no intermrcidoplasma (Figura 3C),
ndcleos com alto grau de degradacao nuclear (FRDye degradacéo total do
nucleo (Figura 3E).

Neste estudo, observou-se algumas caracteristicasfolagicas
celulares semelhantes aquelas encontradas na spajgaélulas animais. Tem
sido sugerido que as células vegetais podem deagoadseus nlcleos durante o
processo de MCP de maneira semelhante a apoptstsed&gradacdo nuclear
leva ao aparecimento de estruturas semelhantesogmss apoptoéticos, que por
sua vez, sdo digeridos pelas enzimas presentesacd®los citoplasmaticos
(BEHBOODI; SAMADI , 2004; ANDRADE-VIEIRA et al., 2D1). Os nucleos
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mostrados na Figura 3C indicam um estagio finahwete celular sugerindo
grande semelhanca com o0s corpos apoptéticos mekciemos trabalhos destes
autores.

Verificou-se ocorréncia de células em processo detemnas raizes
expostas a todas as concentracdes testadas. Pemacasitracbes 100 e 75%
(v/v), o percentual de nucleos condensados e dadpadiltrapassou 80%. Pode-
se perceber que nas concentragfes 25 e 37,5% gviwguéncia de NC foi
semelhante aquela encontrada no controle posiMMS) e que a partir da
concentracdo 50% (v/v) esta frequéncia foi aingeesar aquela encontrada no
controle positivo (Tabela 4). Portanto, a induc@&adndensacgédo nuclear foi um
efeito claro e marcante nas células meristematitzes raizes ded. cepa,
provocado pelo efluente do polimento indicando gsecélulas exibem morte
programada.

AlteracBes nucleares como nulcleos condensados mamiséam
observados em células meristematicag.dEepaexpostas ao SPL e dactuca
sativa expostas ao 6leo dltropha curcasndicando que as células sofreram
morte celular programada (ANDRADE-VIEIRA et al., 1220 ANDRADE-
VIEIRA et al., 2014). Liu et al. (2007) também derstsaram a ocorréncia de
condensacdo nuclear como um dos marcadores de P@D céulas
meristematicas de arroz apds estresses osmoticealpo

Alteracdes desse tipo interferem, diretamente, iahilidade celular,
comprometendo, diferentes processos fisiolégicos odganismo, portanto,
fortemente relacionados a citotoxicidade (KAIOUMOVSUSAL; OPELZ,
2001).

Diante disso, a maioria das concentracfes testimlafiuente, induz a
MCP do tipo apoptose em células meristematical.dmepa.ratificando o alto

potencial de citotoxicidade deste residuo sobngyanismo-teste.
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4.2.3 Anormalidades cromoss6micas (AC)

As células meristematicas do apice das raizés depaapds exposicdo
ao efluente do polimento em diferentes concentscépresentaram diversas
anormalidades cromossdmicas (AC) durante o proa#sativisdo celular, tais
como: pontes nas anafases e, em menor frequéndelaiase, anafases com
multipolaridade, C-metéafases, stickiness, cromossagperdidos e fragmentados
(Tabela 5, Figura 2).

As anormalidades cromossdmicas resultam de alesagd estrutura
cromossdmica e/ou no numero total de cromossomisfoepode ocorrer de
forma espontanea ou devido a exposicdo a agent@sicqa ou fisicos
(RUSSEL, 2002). As anormalidades cromossOmicasreé@onhecidas como
consequéncias de acBes genotdxicas de agentescaslifNATARAJAN,
2002). Segundo Leme, Angelis e Marin-Morales (2088)AC em células d&.
cepasédo um parametro eficiente para investigacdo denpial genotéxico de
varios poluentes ambientais como, por exemploflosrges industriais.

Assim como ocorreu para as frequéncias de AN,epiéncias de AC
na maioria das concentracdes testadas (12,5; 25;e3%0% (v/v)) diferiram
estatisticamente do controle negativo, com excelz® concentracdes 100 e
75% (v/iv). As maiores frequéncias ocorreram naklla® expostas as
concentragbes 25 e 37,5% (v/v) com valores, apradémente, 20 vezes
superior ao controle negativo. Em relagdo ao ctnpositivo observou-se que
os valores das frequéncias de AC foram ainda saurperpara as concentracdes
12,5%; 25% e 37,5% (v/v) (Tabela 5). A auséncid@enas células expostas as
maiores concentra¢des do efluente estaria assarigtiucdo na taxa de divisdo
celular e a elevada incidéncia de nicleos condessadlegradados observadas

neste tratamento.



Tabela 5 Médias da frequéncia (%) do total de aabdades cromoss6micas (AC) e de cada tipo de Asgrghdos em

células meristematicas radiculares de A. cepa ¢éap@sdiferentes concentragfes do efluente pravend
polimento de rochas ornamentais e aos testes d@leonegativo (agua destilada) e positivo (MM$H220

dias
Concentragdo ) Tipos de Anormalidades (%)
0,
d%)/eo ;Il\f\? te AC (%) Stickiness Pontes Multipolaridade C-metéfases Crggr%?jg;nos
CN 0,08 +0,016 de 0,04 +0,008 c Oc Ob 0,02000,ab 0,02+ 0,004 ab
12,5 1,44+0,025ab 0,98+0,037a 0,30+0,024ab Ob 0,1+0,008 a 0,06 £ 0,004 a
25 1,70 +0,016 a 1,14+0,048a 0,28 +0,023 ab 04 6,0,008b 0,12 £0,019 ab 0,12 +£0,019 ab
37,5 1,62 £ 0,035 a 0,98+0,014 a 0,36+ 0,010 a 060,004 a 0,12 + 0,009 a 0,10 + 0,008 a
50 0,58+0,071bc 0,36 +0,048b 0,08 +0,011¢c b 0 0,10+ 0,012 ab 0,04 £ 0,004 ab
75 0,02 +0,004de 0,02 0,004 c Oc Ob Ob Ob
100 Oe Oc Oc Ob Ob Ob
CP 0,38+0,044cd 0,18+0,022bc 0,12 +£0,019 bc Ob 0,06 + 0,008 ab Ob

Médias seguidas de erro padrdo. As frequénciasdeesgde mesma letra ndo diferem entre si de acmydoo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade de erro. AC — anordales cromossdmicas (alteracdes do tipo stickimpestes, c-metéfases,
multipolaridade e cromossomos perdidos), CN — @bmtnegativo: agua destilada, CP — Controle pasittdMS metil metano
sulfonato.

LAC (%) - Total de anormalidades cromossomicas obsis x 100 / total de células avaliadas.

% Tipo de AC observada x 100 / total de célulasiasak.

99
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Dentre as possiveis AC encontradas, as mais fresgiéoram do tipo
stickiness. Embora tenham sido encontrados nataséupostas a maioria das
concentracbes analisadas, exceto a concentraca@ (10v), resultados
significativos em relagdo ao controle negativo rioreerificados para quatro
concentracfes testadas: 12,5%; 25%; 37,5% e 50% d€vAinda observou-se
gue em trés destas concentracdes a frequénciaictests foi superior ao
controle positivo. O fato dos dados terem mostrqde o residuo promoveu
aderéncias cromossOmicas, de forma significativa oétulas deA. cepa,
somente naquelas concentracdes (12,5%; 25%; 37,5%90% v/v), esta
relacionado mais uma vez com as altas taxas deeneaddo nas demais
concentragdes.

A presencga de stickiness refor¢a as evidéncias;@la aneugénica do
efluente do polimento de rochas ornamentais, j&riig@s para as AN brotos
nucleares citadas anteriormente. Provavelmentest&ubias aneugénicas
presentes no efluente do polimento interferiranfonaacao do fuso mitético ou
induziram a quebras nos teldmeros. Em decorréng$a @ processo normal de
condensacao foi alterado e aglomerados de cromosssgrformaram na célula.

Segundo EI-Ghamery, EI-Kholy e El-Yousser (2003uekoglu (2007),

0 dano, caracterizado pela aparéncia pegajosardo®ssomos, pode levar a
comprometimentos irreversiveis a célula, inclugiveua morte, efeito este que
também foi verificado neste estudo. Como ja fotuliglo, ndcleos condensados
sdo considerados 6timos indicadores citolégicomdee celular. Ao comparar
o elevado percentual de anormalidades do tipois@sk observado nas células
expostas as concentracdes menores, verifica-sesgq@sultados procedem, uma
vez que stickiness é outro parametro também reladima morte celular.

Além disso, devido as quebras nos telémeros, owrmsmalidades
surgem a partir de stickiness, tais como eventofus#o e pontes. Segundo

Murname (2006), os teldmeros tém um papel impartard manutencdo da
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estabilidade cromossO6mica e a auséncia destesodaviglebras em regides
subteloméricas deixam 0s cromossomos susceptiveigs@. McClintock
(1941) em trabalho classico de citogenética corhanihostrou que a falta de
reparo nas terminacfes cromossémicas danificaddsripmn gerar ciclos de
cromossomos degenerados que denominou quebragosém- Este ciclo
comeca quando um cromossomo danificado, devidordapdo teldmero, se
duplica e as crométides irmas se fundem. Dessairaasargem cromossomos
com dois centrdmeros, designados por cromossonuéntdcos e durante a
anéfase, estes centrdmeros sédo puxados em digpdstas gerando uma ponte
cromossbmica. A ascensao dos cromossomos pardassdaocélula provocara
a quebra do DNA num sitio aleat6rio entre os deistrémeros resultando em
crométides sem teldmeros. As células filhas residsarecebem cromossomos
com auséncia de teldmeros permitindo a fusdo eadreluas extremidades
desprotegidas. Dessa forma, a sequéncia dos evelesmitos se repete
estabelecendo um ciclo conhecido como quebra-fpeéte.

A ocorréncia desse ciclo justifica que o segunpo thais frequente de
AC evidenciado neste estudo foram as pontes cr@mosas. Para Leme e
Marin-Morales (2009), anormalidades como estasirsdioadoras de uma acgao
clastogénica, ratificando o potencial do efluente pblimento em promover
quebras cromossdmicas. No presente estudo, foraamnaltlas frequéncias de
pontes cromossOmicas nas anafases sempre supesignificativamente as
observadas no controle negativo para as célulasstagpas concentracfes 12,5;
25 e 37,5% (v/v) e similar ao observado para aréoora de stickiness (Tabela
5). A ndo orientacdo dos cromossomos na placa asiétaf e, consequente,
permanéncia dos mesmos dispersos no citoplasmeterdam a anormalidade
conhecida como C-metafase. Estas anormalidade#tarasde restricbes na

polimerizacdo de microtlbulos que por sua vez ireped formacao das fibras
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do fuso mitético, responsaveis pela direcdo e iblisgdo cromossdmica na
célula (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

As andlises indicaram a presenca de baixas fre@gde C-metafases
nas células meristematicas Alecepaexposta ao efluente do polimento. As C -
metafases ndo foram encontradas somente nas duasesnaoncentracdes
testadas (75 e 100% (v/v)), pois nestas ocorrepaegiominantemente, nucleos
condensados e degradados. Porém, as frequénciastradas de C-metafases
nado foram diferentes estatisticamente em relacaooatiole negativo (Tabela
5). As anormalidades desse tipo, assim como dsrstis ja discutidos, indicam
um efeito predominantemente aneugénico. Estudéssttesjo (1985), Odeigah
et al. (1997) e Kirsch-Volders et al. (2002), afinm que células polipléides e
binucleadas podem ser originadas de AC do tipo Gfames. Portanto, a
presenca destas anormalidades pode explicar a éoc@r embora nédo
significativa, de células polipldides e binucleadass raizes expostas as
concentracdes 50 e 25% (v/v), onde também foramrebdas as C-metafases.

Associar as substancias quimicas presentes nongflueom as
anormalidades cromossdmicas e nucleares é uma thfiefl, uma vez que esta
agua €& composta por diversos contaminantes prawesiedo processo
beneficiamento e, portanto, é considerada uma raistemplexa. Assim,
mesmo que se conhegca o0 potencial genotoxico de cadadeles, nao
deveriamos fazé-lo, uma vez que alguns fatoreeteradafetar a toxicidade dos
diferentes elementos presentes na amostra destaranmplexaEste fato
ocorre em funcdo das diversas interacdes que poodeonrer entre 0s
contaminantes (BARCELO; POSCHENRIEDER, 1992). Benlo, os metais
pesados como chumbo, cobre e zinco na presengatrds aetais como sédio,
célcio, potassio e magnésio podem associar-sem ®ua toxicidade reduzida.
Porém o efeito contrario também pode ocorrer, nea$®, podera haver uma

interacdo entre seus componentes quimicos tornssdaer sinergismo, muitas
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vezes a mistura mais téxica do que cada um dosceeuysonentes se avaliados
separadamente. Andrade-Vieira, Campos e David {[20&®aliando
genotoxicidade do SPL, que sdo residuos geradasimaistria produtora de
aluminio e constituidos por mais de um tipo de amitante, propuseram uma
acdo sinergistica de seus contaminantes para maluzimalidades. Palmieri et
al. (2014) avaliaram cada componente do SPL emlasélmeristematicas
radiculares emh. cepae confirmaram o sinergismo que havia sido proposto

Desta forma, sem inferir qual (quais) a(s) subsaéfsic presente(s) na
agua residuaria estudada provocou/provocaram a asagados indicam que,
em menores concentragbes, a acdo dos componenteslugate sobre o
organismo-testéA. cepaseja aneugénica, em vista da maior frequéncia de
anormalidades do tipo stickness e brotos nucled®es.outro lado, o alto
percentual de ndcleos condensados encontrado€ldescexpostas as maiores
concentragbes juntamente com a severa inibigdo rdscimento radicular
observada na andlise visual dos bulbos sdo sufisiepara apontar que a
principal contribuicdo dos componentes do efluglttgpolimento, nas maiores
concentracfes, é a inducdo de morte celular. Istxpéicado pelo fato das
células expostas ao efluente na sua forma brut@semar um ndmero de
ndcleos condensados e degradados muito supericdagoelas células do
controle negativo e das demais concentracdes daalia

Pela analise geral de todas as anormalidades e=utarificadas neste
trabalho (AN, AC e NC), os resultados da avaliagd@laram que ha efeitos
citotéxicos e genotdxicos sendo provocados pelerfe do polimento sobre o
organismo-teste utilizado. Além disso, observouae®,final de 20 dias de
exposicao, que quanto maior a concentracdo douesédtado, maiores sdo as
frequéncias de células danificadas, havendo, entda relacdo positiva de
dose-resposta do efluente do polimento para o mmantesteA. cepa(Tabelas

3,4 e 5; Figuras 3 e 4).
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4.3 Caracterizacdo anatbmica

4.3.1 Analise macroscopica

O efeito do efluente sobre o crescimento das raiagslanta teste foi
verificado por meio da visualizacdo dos bulbos paseiros 10 dias de
exposicao, os quais apresentaram reducdo no tareamh@uantidade de raizes
produzidas sugerindo uma inibicdo e/ou retardo esedvolvimento das
mesmas, principalmente nas maiores concentraciipsdM).

As raizes dos bulbos @de cepaexpostos a concentracédo 100 e 75% v/v,
apresentaranoxidacdo e necrose. ApOs a protrusdo das razesreu um
escurecimento dos seus apices e a medida que passampo de exposicao,
cessava 0 crescimento e os tecidos radiculareg@vantr em processo de
degradacdo indicando a toxicidade provocada pdue. Apesar disso, a
exposicdo por mais 10 dias possibilitou a produtdeaizesem quantidade
suficiente para as analises anatémicas e citogaséti

A observacdo da ocorréncia ou ndo de germinacée elothgacdo de
raizes expostas a um determinado agente toxicosderada uma das formas
mais simples para avaliar toxicidade de amostrasidas contaminadas
(WANG; WILLIAM, 1990; WANG; KETURI, 1990; ARAUJO; S8HYOUN;
MONTEIRO, 2001).
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[

Figura 4 Sinais de toxicidade nos bulbosAdeepaapds 10 dias de exposicdo a
concentragbes crescentes do efluente do poliméAjoControle
negativo com formagéo e crescimento normal degai@®), (C), (D)
e (E) Bulbos apresentando severa inibicdo no psocds formacao
das raizes (seta), quando expostos a concentr&égo50%, 75% e
100% v/v do efluente do polimento, respectivamente
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Segundo Adam e El-Ashry (2010), o crescimento dizesa esta
estreitamente relacionado com o indice mitético rdgido meristematica
radicular, uma vez que a producéo de novas céiuthsresponsabilidade dessa
regido da raiz. Portanto,severa inibicdo do crescimento radicular nas reaior
concentragbes e o retardo nas menores concentra@@esvada na analise
visual dos bulbos podera ser explicada por esteagé@s das divisdes celulares
em virtude do baixo IM. Associado ao baixo IM, wealide salinidade em
virtude da alta concentracéo de cloretos no eftuéndutro fator que explica a
inibicdo do crescimento radiculdd. baixo potencial osmaético do meio externo
provocado pelo excesso de cloreto levou a dimiouda pressao de turgor
necesséaria ao crescimento celular e subsequente oaular. A tolerancia de
bulbos deA. cepaa salinidade foi testada e verificaram um declidi
produtividadecom diminuicdo do didmetro e do peso do bulbocrégcimento
das raizes, da altura de planta e do nimero dasfgbr plantaJHANNON;
GRIEVE, 1999).

4.3.2 Anatomia quantitativa da raiz de Allium cepaexposta a diferentes
concentragfes do efluente do polimento

O apice da raiz em corte longitudinal permite Vizaa os meristemas
primarios: protoderme, procambio e meristema fureddal. A area ocupada por
estes tecidos na raiz apresentou alteracGes cuiaatit com a exposicdo ao
efluente do polimento de rochas ornamentais e atil metano sulfonato

(MMS), substancia usada como controle positivo ((EFRjuras 5 e 6).



Figura 5 Caracteristicas anatdbmicas radicularebutleos deA. cepaapoés 20
dias de exposi¢do a diferentes concentracdes wenédl do polimento
de rochas ornamentais: A — agua destilada (contrefmtivo), B —
metil metano sulfonato MMS (controle positivo), CL80% viv, D —
75% viv, E — 50% v/v, F — 37,5% viv, G — 25% viviH.2,5% viv.
Barra 100 pum
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Figura 6 Area percentual (%) da coifa (A), do CQ, (@ protoderme (C), do
meristema fundamental (D) e area total thifR) da raiz deA. cepa
exposta a concentra¢des crescentes do efluentelideepto, por um
periodo de 20 dias. CQ — Centro Quiescente

O efluente do polimento de rochas ornamentais indomdificacdes
significativas na anatomia radicular de cepa Nesse estudo, o percentual de
area da coifa apresentou um comportamento quadlitioificativo em que ha



66

um aumento deste percentual até a concentracddmaréde 50% (v/v) do
efluente do polimento. A partir dessa concentragservou-se uma tendéncia
de estabilizacdo da area percentual para estaerdstica (Figura 6A). O centro
guiescente foi outra caracteristica avaliada quebéan respondeu de forma
semelhante. Houve um aumento proporcional e lineaeu percentual de area
em fung¢do do aumento das concentracdes do efldemqelimento (Figura 6B).

A area percentual da protoderme e do meristema afoadtal
apresentaram um comportamento quadratico signyficae houve uma
tendéncia de reducdo da é&rea percentual para emstasteristicas. A area
percentual estimada destes meristemas foi infexi@o grupo controle, nas
diferentes concentragcdes (Figuras 6C e 6D).

A area total da raiz apresentou comportamento gtiadmmostrando um
acréscimo a partir da concentragdo 50% v/v do eftudo polimento (Figura
6E).

Para a area percentual do procambio houve difergiggdficativa em
relacdio ao controle negativo, no entanto, as mégdiase ajustaram ao modelo
de regressao linear ou quadratico. As médias fatassificadas em grupos pelo
teste de Scott-Knott, mostrando que a area peiedtuprocambio diminuiu
apenas nas concentracoes 12,5% e 50% (v/v) (T@pela

Além dos fatores genéticos envolvidos, as difeent®ndicbes
ambientais podem ser fatores determinantes em rpaslastruturais nas raizes
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

A coifa, em vista longitudinal, reveste parte daameristematica que é
a regido onde ocorre intensa divisdo celular peginar os tecidos da raiz em
estagio secundario. Além de revestir e protegde ma zona meristematica a
coifa é uma estrutura que ajuda a raiz a penetraolo e a protege da acao de
microrganismos. Varios estudos mostram que injunascoifa e nas células

meristematicas ativam as divisfes celulares naaeguiescente e essa ativacao
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pode resultar na restauracdo do crescimento radieulormagdo de uma nova
coifa quando plantas sdo submetidas a diferentantentos (BARLOW;
RATHFELDER, 1985; JIANG; FELDMAN, 2003; KRAVETS at., 2012).

Tabela 6 Médias da &area percentual do procambraidaleA. cepaexposta a
concentracbes crescentes do efluente do polimeetorodhas
ornamentais por um periodo de 20 dias — Brasill320

Concentracao do efluente do polimento (%) v/iv AP (
Controle negativo 19,33 a
12,5 18,05 b
25 19,86 a
37,5 19,14 a
50 17,49b
75 19,27 a
100 18,86 a

As médias seguidas de mesma letra na linha namedifentre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade de erro. Controle tiegadgua destilada, APC — area
percentual do procambio.

O aumento da coifa caracteriza uma estratégia atatgpteste visando
maior protecdo, uma vez que reduziu o fluxo dospmrantes quimicos do
efluente para o interior da raiz, minimizando sefeitos toxicos. Cai et al.
(2011) verificaram que raizes de plantulas de gmadem produzir um
espessamento das camadas de células da coifa epradacdo de mucilagem
em resposta a toxidez por aluminio para reduzinteada deste elemento.
Kozhevnikova, Seregin e Bystrova (2007) mostraramn impetais como niquel e
chumbo causaram aumento no comprimento das célalawifa em raizes de
milho.

O aumento na propor¢do da &rea do centro quieseemtelacdo aos
demais tecidos refletiu no decréscimo do IM mostraths avaliacdes
citogenéticas, uma vez que, segundo Appezzato-OiaaG Carmelo-Guerreiro
(2009), o centro quiescente é uma regido de btikdade mitdtica.
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Diante disso, notou-se que as condi¢Bes de estestaelas afetaram a
estrutura da coifa e do centro quiescente eviddagialo aumento de suas areas
percentuais, mostrando uma resposta da raiz quexplosta ao efluente do
polimento.

O decréscimo da area percentual dos tecidos maéttms protoderme
e meristema fundamental esta relacionado ao auntentéarea percentual da
coifa e do centro quiescente que passaram a omgiar parte da area da raiz.
Esta reducdo da &rea percentual dos meristemagrimimpode explicar os
resultados obtidos nas analises citogenéticas cquetramam uma reducdo do
indice mitético (IM)proporcional ao aumento da concentracdo do eflugmte
polimento, nos meristemas radiculares Ale cepa A zona meristematica
radicular é uma regido formada por tecidos cujdslag se encontram em
intensas  divisdes mitdticas (APPEZZATO-DA-GLORIA; ARMELLO-
GUERREURO, 2009), desta forma, é uma regido quesapta elevado IM.
Considerando que a menor area percentual do teulistematico reflete
menor quantidade de células em divisdo, o decrésdimarea percentual do
meristema fundamental e da protoderme explica cédeieno do IM a medida
que aumentou a concentracao do efluente.

Alguns autores (PEIXOTO; PIMENTA; CAMBRAIA, 2007,
KRAVETS et al.,, 2012) descreveram alteracbes metforirais na zona
meristematica em raizes @orghum bicolorL. mantidas sob condi¢des de
estresse por exposicdo ao aluminio e em raiz&sden sativuni. expostas a
radiacdo. Dentre estas alteracfes, observou-sdugae dos meristemas, efeito
semelhante ao induzido pelo efluente do polimentoadzes dé\. cepa

O aumento da &rea total da raiz observado nestaoestjustificado pelo
aumento da area percentual da coifa e do centesaprite (Figuras 6A e 6B).

Para o percentual de area do procambio também ledueéo, embora

esta reducdo ndo fosse observada em todas as tegdem testadas. Isto
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poderia ser explicado pela localizacdo mais inteteste tecido contribuindo
para que os elementos téxicos do efluente ndo angdssem. Portanto, 0s
resultados mostraram que este tecido pode softeragbes e diminuir na
presenca do efluente do polimento, porém essatedsdita ndo se correlaciona
claramente com o aumento da concentracdo do residuo

4.3.3 Anatomia qualitativa da raiz de Allium cepa gposta a diferentes
concentragdes do efluente do polimento.

As secces transversais e longitudinais da raiA.deepa revelaram
algumas alteracdes qualitativas apos exposicaoflaente do polimento de
rochas ornamentais (Figura 7).

A epiderme e a exoderme da raiz Alecepaapresentaram alteracdes
visiveis quando expostas a concentracdo 75% @@dwo células com formato
irregular, colapsadas ou amassadas (Figura 7Cam Aisso, notou-se que estes
tecidos apresentaram necrose (Figuras 7B e 7Bd)eonéo foi detectado nas
raizes do tratamento controle (Figura 7A e 7A1).

A raiz em estrutura primaria de cepapode ser tetrarca, pentarca ou
hexarca, porém, € mais comum ser pentarca. Notauise cilindro vascular
apresentou certo grau de desorganizacdo em sédsstelsto se evidencia pelo
arranjo totalmente atipico dos vasos condutoresreddo nas raizes expostas as
concentracdes 75% viv e 100% (Figuras 7B2 e 7Capdmu comparado ao
tratamento controle (Figura 7A2).

AlteracGes semelhantes as encontradas neste efialm, observadas
por Turkmen et al. (2009) e Cavusoglu et al. (2Gh)raizes dé&. cepae por
Liu et al. (2007) e Bona et al. (2011) em raizesQieva satival. e de
Sebastiania commersoniana, quando submetidas a diferentes condi¢gbes de

estresses.
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Figura 7 Caracteristicas anatémicas radiculargdadeas deA. cepaexpostas a
crescentes concentracdes do efluente do polimemt@(pdias. A —
A3 agua destilada; B — B3 75% (v/v) e C — C3 106f%; epiderme,
ex - exoderme, ct - cOrtex e cv - cilindro vascul&ecc¢bes
transversais evidenciando em B e B1 a necroseedmos (seta), em
B2 e C2 desorganizacdo do sistema vascular (set&j €C1 os
tecidos, epiderme e exoderme, danificados (set&®cc¢bes
longitudinais em B3 e C3 evidenciando desarranjg filairas de
células meristematicas e perda na delimitacdo da @e cada
meristema. Barra 50m
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O aspecto irregular das células epidérmicas e exocis sugere perda
do turgor em decorréncia do baixo potencial osrod@ida elevada salinidade do
efluente do polimento. O baixo potencial osmétamthiém é responsavel pela
diminuicdo da disponibilidade de agua a ser condampelas raizes. Segundo
Vale et al. (2005), esta reducao na disponibiliddelégua € um fator limitante
para o crescimento radicular, pois a deficiéncidritd afeta a divisdo e o
crescimento celular. Por outro lado, a necroseendsicidos de revestimento
poderia estar associada a morte celular, efeitotastbém observado sobre as
células meristematicas quando expostas as maioreemtracoes do efluente.
Estes danos no sistema dérmico comprometeram ecabste 4gua e nutrientes
prejudicando o crescimento e desenvolvimento ddgesanas maiores
concentragdes como mostrado na analise visualudbgs

O movimento dos fotoassimilados para as areasedeinrento e reserva
em uma planta é chamado translocacdo e ocorreéattiv/floema. Este tecido
vascular também redistribui agua e varios outrogpastos pelo corpo da planta
(TAIZ; ZEIGER, 2004). A baixa conducéo de fotoadkinios pelo floema como
consequéncia da desorganizacdo no cilindro vasputasocado pelo efluente
levou a uma deficiéncia nutricional nos tecidosistematicos prejudicando a
sua formacédo e organizacéo (Figuras 7B3 e 7C®).clmttribuiu para a queda

no indice mitético e, consequentemente, inibicaordecimento radicular.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

O efluente do polimento é uma mistura complexa &g elementos
guimicos, por isso, seu efeito toxico ndo deveasduido especificamente a um
determinado elemento devido as possiveis interagdespodem ocorrer entre
eles para produzir o efeito final. Além disso, @lmse reflete temporalidade,
mostrando que sob determinadas condiges do poocessdutivo, a
amostragem podera apresentar variacdes em sua sigAgpoquimica e,
consequentemente, em sua toxicidade.

O efluente do polimento promoveu alteracBes nazesaileA. cepa,
portanto, a anatomia vegetal mostrou-se uma imperfarramenta na avaliacao
dos efeitos toxicos do residuo estudado sobreananmo-teste utilizado. Porém
é fundamental a utilizacdo destes dados em congumpanalises fisiolégicas e
ultraestruturais para elucidar a fitotoxicidadeszala por este residuo.

Os bhioensaios de toxicidade devem continuar a ealizados em
pesquisas futuras com o efluente estudado nedtallim utilizando outros
organismos de diferentes niveis tréficos na regliaados testes, podendo,
assim, obter melhores conclusdes sobre o efeitoatdbo efluente.
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6 CONCLUSAO

O efluente proveniente do polimento de rochas oemtais apresenta
efeitos citotoxicos e genotdxicos por induzir a@tgres nos indices mitéticos,
morte celular, alteracdes cromossdmicas e nucleaesélulas meristematicas
de A. cepa.Além disso, esse efluente provoca alteracdes aiéntomo:
aumento na area da coifa e do centro quiescentedecdo dos tecidos

meristematicos dos apices radiculares deste orgarisste
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