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RESUMO

Este trabaho apresenta uma avaiacdo do potencia citotdxico, genotdxico e do estresse
oxidativo do efluente ndo-tratado e tratado de uma indistria de papel e celulose de Santa
Catarina, utilizando células meristeméticas de Allium cepa. Para a avaiacdo da citotoxicidade
e genotoxicidade, as cebolas foram expostas por 0, 24, 72h e recuperacdo as concentraces de
0, 1, 12, 50 e 100% de ambos efluentes. Apo6s o periodo de exposicdo, 0s meristemas apicais
das raizes foram coletados para a avaliagdo do indice mitético (IM), indice de fase (IF),
freqliéncia de aberragdes (FCA) e avaliacdo de dano a0 DNA (Teste Cometa). Ja para a
avaliacdo das defesas antioxidantes, os catafilos jovens foram coletados apds 24h de
exposicao aos efluentes nas concentracdes de 0,1 e 100% e recuperagdo, para a determinagcdo
dos niveis de glutationa reduzida (GSH), lipoperoxidacdo (TBARS), da atividade das enzimas
catadase (CAT) e glutationa S-transferase (GST). As atividades proliferativas das células
expostas a0 efluente ndo-tratado, na concentracdo e 0,1% mostrou-se significativamente
reduzida e nas outras aumentadas, em relacdo aos proprios controles. Ja nas células expostas
a0 efluente tratado, o menor IM foi observado na concentragdo de 12%. A fase do ciclo
mitético mais atingida pelo efluente ndo-tratado foi a profase e pelo efluente tratado, a
metéfase. A FCA foi ata em todos os casos em que as raizes foram expostas por 24 e 72h aos
efluentes, nas concentragdes de 50 e 100%. As C-metafases, pontes anafasicas e andfases
desorganizadas foram os tipos de aberragdes encontrados. Durante as 24 horas de exposi¢éo,
houve um aumento de aproximadamente 90%, em relacdo ao controle, nos niveis de TBARS.
ApOs o periodo de recuperacdo, observou-se a reducdo de aproximadamente 96%, em relacdo
aos periodos de exposicdo. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada
nos niveis de GSH. A atividade da CAT foi alterada nos bulbos expostos por 24h a maior
concentracdo (100%) dos dois efluentes. A atividade da GST apareceu elevada nas duas
concentracOes do efluente tratado, apds 24h de exposicdo comparando-se ao grupo controle.
Em relacdo ao dano ao DNA, observou-se que o efluente tratado, na concentragdo de 100%,
foi 0 que apresentou classe de dano maior (classe 2). Os resultados indicam que as células
expostas ao efluente ndo-tratado apresentaram um potencia citotoxico mais elevado do que as
expostas ao efluente tratado, porém neste Ultimo observou-se uma maior genotoxicidade. Ja
em relacdo a0 estresse oxidativo, ambos efluentes mostraram um aumento das defesas
antioxidantes. Adicionamente, os biomarcadores utilizados neste estudo constituem uma
ferramenta bastante Util na avaliacdo da toxicidade e dos processos de tratamento empregados
pelas indUstrias papeleiras.

Palavras-chave: efluente de papel e celulose; biomarcadores, Allium cepa; citotoxicidade;
genotoxicidade; estresse oxidativo.



ABSTRACT

This study presents a citotoxic, genotoxic potential and oxidative stress evaluation of treated
and non-treated effluents from a paper mill factory in the state of Santa Catarina, making use
of meristematics cells of Allium cepa. In order to evaluate citotoxicity e genotoxicity, the
onions were exposed for 0, 24, 72h and recuperation to the concentration of 0,1, 12, 50 e
100% of both effluents. After the exposition period, the meristems from the tip of the roots
were collected to the evaluation of the mitotic index (MI), phase index (PI), aberration
frequency (AF) and DNA damage evaluation (comet assay). By its time, to evaluate
antioxidant defenses, young cataphiles were collected after 24 hours of exposition to the
effluents in the concentration of 0,1 and 100% and recuperation, to determine reduced
glutathione levels (GSH), lipoperoxidation (TBARS), catdase activities (CAT) and
glutathione S-transferase (GST). The cells proliferative activities exposed to non-treated
effluent, at 0,1 concentration showed themselves significantly reduced and increased in the
others, related to the own controls. On the cells exposed to the treated effluent, by itsturn, the
shortest MI was observed at 12% concentration. The mitotic cycle phase most affected by the
non-treated effluent was prophase and by the treated one was metaphase. The AF was high in
all cases in which the roots were exposed for 24 and 72h to the effluents at the concentration
of 50 and 100%. C-metaphase, anaphasic bridges and disorganized anaphase were the kind of
aberrations found. During 24 hours of exposition, there was an increase of approximately
90%, related to the control, to the TBARS levels. After the recuperation period, it was
observed the reduction of approximately 96%, related to the period of exposition. No
statically significant difference was observed to the GSH levels. CAT activity was changed in
the bulbs which were exposed for 24h at the greatest concentration (100%) of both effluents.
GST activity seemed increased at both concentration of treated effluent, compared to the
control group after 24h of exposition. About DNA damage, it was observed that the treated
effluent, at 100% concentration, was the one that presented the wider damage (class 2). The
results indicate that cells exposed to non-treated effluent presented higher citotoxic potential
than the ones exposed to the treated one, although this one presented more genotoxicity. On
the other hand, both effluents showed antioxidant defenses increase related to the oxidative
stress. Additionally, biomarkers used in this study are very useful tool (device) to evaluate
toxicity and the treatment processes applied by the paper mill plants.

Key Words: paper mill effluent; biomarkers, Allium cepa; citotoxicity; genotoxicity;
oxidative stress.
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1-INTRODUCAO

1.1 DEGRADACAO AMBIENTAL

As condi¢cbes ambientais que reinavam em nosso planeta ha alguns bilhdes de anos
eram diversas das que conhecemos hoje. Permitiram o aparecimento da vida e sua evolugdo
progressiva, sendo que 0s Seres vivos, por sua presenca, gjudaram a modificar pouco a pouco
0 meio. Estas modificagdes lentas e naturais, hoje sdo aceleradas devido a interferéncia do
homem, que desencadeia processos de poluicdo e ateragdes em seu habitat (Lemos e Terra,
2003).

As atitudes comportamentais do homem, desde que se tornou parte dominante dos
sistemas, tém tendéncia em sentido contrario a manutencdo do equilibrio ambiental. Ele é um
esbanjador de energia, desestabiliza as condi¢gdes de equilibrio, aumentando suas exigéncias
individuais. N&0 podendo criar as fontes que satisfazem suas necessidades fora do sistema
ecolégico, 0 homem impde uma pressdo cada vez maior sobre o ambiente. Os impactos
exercidos pelo homem séo de dois tipos. primeiro, 0 consumo de recursos naturais em ritmo
mais acelerado do que aquele no qual eles podem ser renovados pelo sistema natural;
segundo, pela geracdo de produtos residuais em quantidades maiores do que as que podem ser
integradas ao ciclo natural de nutrientes. Além desses dois impactos, 0 homem chega até a
introduzir materiais toxicos no sistema ecoldgico que tolhem e destroem as forgas naturais
(AGENDA 21, 1996).

A acdo antropogénica tem aumentado igualmente as oscilagdes do ambiente aquético,

permitindo a liberagdo indiscriminada de agentes poluidores, como agrotoxicos, efluentes



industriais e municipais, substancias eutrofizantes, etc. (Araljo et al., 2001). A contaminacdo
dos vérios ambientes por meio da interferéncia antropica, resulta em conseqliéncias muitas
vezes irreversiveis para os biomas que habitam estes ambientes. Para combater este problema,
€ necessario 0 conhecimento das causas e efeitos dos poluentes.

A principal caracteristica dos ecossistemas aguéticos € a complexa interacdo entre o0s
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, motivo pelo qua se torna necessario conhecer o
relacionamento entre 0s componentes do sistema para compreender sua resposta a um
xenobiético (Lemos e Terra, 2003).

Com o aumento de estudos que documentam a existéncia de xenobidticos téxicos por
todo o mundo (Dean et a., 1996; Derosa et al., 1996), e com o0 aumento da introducéo, no
ambiente, de agentes quimicos fabricados pelo homem, a populacdo e as agéncias
governamentais estdo se tornando cada vez mais preocupadas com O impacto de
contaminantes ambientais para as populagdes, principalmente a humana (Au e Ribeiro, 2003).

Existem muitas categorias de classificacdo das fontes de poluicdo ou das atividades
humanas que ateram a qualidade da agua. Dentre elas, temos as atividades industriais, a
producdo de energia, o transporte, a mineracdo, a contaminacdo de aquiferos por atividade
agricola e/ou a atividade humana. Ja as substancias poluidoras sdo classificadas em diferentes
categorias como: &acidos e agentes acidificantes (SO,, NOy); nutrientes (NOsz; POy);
compostos organicos degradaveis, metais e metalGides, entre outros (Falkenmark e Allard,
1991).

Durante as Ultimas trés décadas, tem aumentado o interesse da comunidade cientifica e
das agéncias regulatdrias em relacdo a deteccdo, conhecimento e controle sobre 0s agentes
ambientais responsaveis por danos a salde humana e a sustentabilidade dos ecossistemas. O
crescimento da populagdo humana e de suas atividades associadas com a agricultura,

industrializacdo e comércio sdo alguns fatores que contribuem para a degradacdo ambiental,



diminuicdo da biodiversidade e variabilidade genética, tendo como consegiiéncia extrema a
extincdo de muitas espécies. Os impactos causados por agentes toxicos no ambiente e na
salide humana muitas vezes ndo podem ser observados e medidos diretamente. A informagéo
obtida nas andlises de risco nos permitem estimar e comparar estes impactos (Silva e Fonseca,

2003; Lemos e Terra, 2003).

1.2 A INDUSTRIA DE PAPEL E CELULOSE

A producdo mundia de celulose esté principalmente concentrada em seis paises. EUA,
Canad4, China, Finlandia, Japdo e Suécia, que corresponde a cerca de 75% da producéo
mundial. O Brasil estava em sé&timo lugar no ranking em 2000, embora sua producdo seja 10
vezes menor que a dos EUA. A producdo e o consumo mundial de papel vém crescendo na
Ultima década a uma taxa média anual de 3,0%. As empresas que atuam no mercado
internacional estdo cada vez mais preocupadas com O processo produtivo e com 0 meio
ambiente, que constituem exigéncias cada vez maiores do mercado (Bracelpa, 2000).

O setor emprega exclusvamente madeira extraida de florestas plantadas, conforme
critérios de mangjo sustentavel. As areas empregadas pela indistria para a plantagdo de Pinus
e eucdipto sdo geralmente &reas ja degradadas pelo uso da agricultura e pecuaria intensiva.

A producdo de papel estd bastante concentrada nos estados de Sdo Paulo, Parana e
Santa Catarina, que respondem por cerca de 83% do volume de pape fabricado no pais
(Bracelpa, 1998).

Santa Catarina ocupa uma posicao privilegiada na producdo de quase todos os tipos de

papel e na producéo de celulose. A Olinkraft Celulose e Papel iniciou suas atividades na Vila



lgaras, do municipio de Otacilo Costa, hoje com o nome de Klabir/lgaras Papéis e
Embalagens. Para Rotta (2000), j& na década de 60, foi a preocupacdo com a producéo
florestal que levou o Grupo Klabin a instalar uma fébrica em Santa Catarina, proxima a areas
de propriedades do Grupo, nas quais ja praticavam reflorestamento. A fabrica na época foi
denominada Papel e Celulose Catarinense S.A. (PCC), e iniciou suas atividades produtivas em
1969. Com o decorrer dos anos sua denominagéo foi alterada para Celucat S.A e atualmente
para Klabin Fabricadora de Papel e Celulose S.A (KFPC), localizada no municipio de Correia
Pinto (Ledo, 2001) (ANEXO A).

A producdo de papel esta bastante concentrada nos estados de Sdo Paulo, Parana e
Santa Catarina, que respondem por cerca de 83% do volume de pape fabricado no pais
(Bracelpa, 1998).

Santa Catarina ocupa a terceira posi¢cao de maior produtor de papel e celulose do pais,
destacando-se por ser o maior produtor nacional de fibra longa, sendo responséavel por cerca
de 48% da producéo nacional deste produto (Ledo, 2001).

As industrias de papel e celulose estdo instaladas ha anos no Estado de Santa Catarina
e s30 extremamente prejudiciais a0 ambiente aquatico, apesar do tratamento de seus efluentes,
causando grande impacto no Estado (Wilhelm Filho et al., 1997).

Os efluentes de papel e celulose contém cerca de 300 compostos quimicos diferentes,
muitos dos quais s8o mutagénicos e clastogénicos. A madeira, principal material usado nesse
segmento industrial, € composta de fibras de celulose, carboidratos (amido e aglcares), bem
como lignina, que atua como uma substancia adesiva nas fibras de celulose (Thompson et a,
2001).

O processamento da madeira até a manufatura do papel requer muitas substancias
guimicas, utilizadas principalmente para separar a celulose da matéria ndo celuldsica

(polpacéo) e para o branqueamento, quando for o caso, do papel. A adicdo de tintas,



preservativos e materiais de cobertura pode ocorrer em alguns pontos do processo (Houk,
1992).

Os efluentes de papel e celulose gerados causariam um consideréavel dano aos corpos
receptores de agua, se fossem despegjados sem tratamento, pois 0s mesmos tém uma dta
demanda bioguimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO), compostos
sulfurosos, furanos, dioxinas e derivados clorados, clorofendis, cloroligninas, solidos
suspensos, acidos graxos, taninos, resinas &cidas, etc. A lignina e derivados constituem uma
das principais fragdes dos compostos responsaveis pela coloracdo escura e efeitos toxicos dos
mesmos. Dioxinas e furanos sdo elementos recalcitrantes, apresentando grande resisténcia a
degradacdo hiol6gica e quimica, que, associada a natureza hidrofoba dos mesmos,
potencializa os efeitos tdxicos via bioacumulagcdo (Sreekrishnan, 2001; Soares e Mosimann,
2000).

A producdo de polpa branqueada é uma das mais problemdticas em termos de
toxicidade a0 melo ambiente, pois a remocdo da lignina residua de polpa é redizada em
varios estagios, utilizando varios agentes quimicos, como o tratamento com cloro molecular
(Cly), que promovem reacOes de substituicio e geram derivados clorados, como
organoclorados.

Segundo Soares (1998) os processos convencionais de branqueamento geram efluentes
com altos contetdos de cloro, ndo sendo possivel operar esta fase em um sistema fechado,
como na fase de polpacdo. Este efluente, apos tratamento, € liberado para o0 meio ambiente,

congtituindo um grande problema para as indUstrias de papel e celulose.



1.2.1. Processos de obtencao de celulose e fabricacéo de papel

1.2.1.1. Fontesde Celulose - Tiposde Fibra

A madeira usada para a fabricacéo de papel é a mais importante matéria-prima de toda
a cadeia produtiva. Ela vem de florestas bem plangjadas, onde muitas arvores sdo plantadas,
para garantir o desenvolvimento sustentado. Estudos feitos por técnicos e cientistas, ao longo
de vérios anos, demonstraram que a producdo de celulose e papel € invidvel a partir da
madeira de florestas nativas, e que papéis fabricados a partir de florestas plantadas de
eucalipto e Pinus, resultam em produtos com alta qualidade e produtividade (Cherubin, 1999)

A celulose é uma substéncia natura existente nos vegetais, de onde € extraida,
podendo ser encontrada nas raizes, troncos, folhas, frutos e sementes. E um dos principais
componentes das células vegetais que, por ter forma alongada e de pegueno didmetro, €
freqlientemente chamada de “fibra”. Os outros componentes também sdo encontrados, entre
os principais, estdo alignina e a hemicelulose.

A preparacdo da pasta celulésica para papéis ou outros fins (pasta soluvel para a
producdo de celofane, rayon, etc.) consiste na separacéo da lignina das fibras dos demais
componentes a qual atua como um cimento, ligando as células entre s, 0 que proporciona
rigidez a madeira. A quase totaidade das pastas de celulose é obtida a partir da madeira,
sendo uma pequena parte derivada de outras fontes como sisal, linho, algodéo, bambu, bagaco
da cana etc. Existem, portanto, muitas fontes diferentes e processos distintos de preparacéo de
pastas celulésicas produzindo, conseqlentemente, pastas com caracteristicas diversas

(Cherubin, 1999).
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Alguns tipos de madeira como pinho, araucaria, abeto, entre outros, possuem fibras
longas (3 a 5 mm), enquanto que as do eucalipto, damo, carvalho, gomelina etc., possuem
fibras mais curtas e finas (0,8 a 1,2 mm). As madeiras integrantes do primeiro grupo sdo
denominadas coniferas ou softwood (madeira macia), enquanto que as do segundo, séo
conhecidas por folhosas ou hardwood (madeira dura) (Cherubin, 1999).

O terceiro grupo de celulose cujas fibras ndo sdo obtidas da madeira, consiste no
algodéo (semente), linho, juta, kenaf, canhamo, rami, crotaéria (caule), sisal, formio e pita
As fibras extraidas sGo muito longas e, por isso mesmo, denominadas “fibras téxteis’,
amplamente utilizadas na indUstria de tecelagem. Ainda dentro deste grupo, porém com fibras

de menor comprimento, tem-se 0 bambu e o bagaco-de-cana.

1.2.1.2. Etapas do processo

A fabricacdo do papel envolve cinco passos basicos (Sreekrishnan, 2001), e cada passo
pode variar de acordo com a indUstria e o tipo de processo adotado. Entéo, o efluente final
aerado é uma combinacdo dos efluentes das véarias etapas envolvidas nos seus processos
unitarios.

1. Picagem: converte as &rvores em pequenas pecas chamadas cavacos e remove a casca da
planta. Neste passo, 0s materiais usados sdo todos naturais. Estes materiais resultam na
transferéncia de poluentes como taninos e resinas écidas para a &gua, por exemplo. Madeiras
mais macias possuem uma quantidade maior de resinas &cidas que madeiras duras.

2. Polpacéo: transforma os cavacos em polpa de celulose. Este processo remove a maioria da

lignina e hemicelulose presente no material bruto, resultando em uma polpa rica em celulose.
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A polpacdo pode ser efetuada por diversos métodos, como polpacdo mecanica, semiquimica,
Kraft, polpacdo por sulfito, etc. O materia bruto e a natureza fina do papel ou celulose
requeridos € que indicam o melhor método a ser empregado. Nesta etapa acontece a
transferéncia de acidos graxos de cadeia longa e resinas para a égua (licor de polpacéo), além
de carboidratos e da propria lignina, ou na verdade, seus produtos de oxidagéo.

3. Brangueamento: € necessario para retirar a cor amarelada da polpa de celulose. Diversos
agentes sdo utilizados para o branqueamento da polpa, incluindo o cloro, diéxido de cloro,
peréxido de hidrogénio, ozénio, oxigénio, etc. Estes podem ser utilizados sozinhos ou em
conjunto para um branqueamento mais eficiente. O cloro empregado no branqueamento acaba
reagindo com as ligninas e outros, propiciando a formacéo de compostos clorados de dta
toxicidade (Neto, 2002).

Todas as metodologias aternativas de branqueamento estdo inseridas em uma das
duas linhas tecnoldgicas que consolidam a “filosofia’ atual de producdo de polpas com menor
impacto ambiental, sendo elas genericamente denominadas ECF, “Elemental Chlorine-Free”,
ou sgja, a producdo de polpas branqueadas sem a utilizagdo de cloro molecular e TCF,
“Totally Chlorine-Free”, producdo de polpas sem o0 uso de qualquer forma de cloro. Polpas
ECF j4 sdo efetivamente produzidas, a0 passo que a producdo de polpas TCF ainda é
minoritaria, sendo que a producdo mundia de ECF e TCF combinadas, foi estimada em 28
milhdes de toneladas, das quais aproximadamente 85% séo tipo ECF (Soares, 1998).

4. Lavagem: remove 0s reagentes de branqueamento da polpa. Geramente um &cali (soda
caustica) € usado para extrair a cor e agentes de branqueamento da polpa. Este processo €
conhecido como estagio de extracéo alcalina.

5. Papel e produtos de papdl: é a fase fina de producdo pela mistura da polpa lavada com
cargas apropriadas (argila, dioxido de titénio, carbonato de célcio) e agentes para melhorar a

gualidade e resisténcia do papel (amido, rosin) (Neto, 2002).
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1.2.2 Efluente deindustria de papel e celulose

A guantidade e a composi¢do quimica dos efluentes varia em funcéo das condi¢fes do
branqueamento, do tipo de madeira utilizada, sequiéncia e concentragcdo de agentes quimicos
empregados, entre outros fatores. A complexidade e diversidade de estruturas quimicas
presentes nestes efluentes ficam evidentes pelas reacbes do branqueamento, que consomem
consideraveis quantidades de cloro e produz uma enorme variedade e quantidade de

substéncias organocloradas (Soares, 2004).

1.2.2.1. Composi¢do Quimica

Dentre as centenas de substancias quimicas diferentes identificadas em efluentes da
fase de branqueamento, a lignina de baixa massa molecular e seus produtos de degradacéo
parcia, tais como clorolignina, clorofendis, &cidos carboxilicos arométicos, clorados e ndo
clorados, constituem quantitativamente os principais componentes. Além destes também
resinas &cidas, cloroférmio, metanol, aclcares, acUcares acidos, acidos carboxilicos néo
arométicos e derivados clorados, dentre outros, estéo presentes.

A distribuicdo de massas moleculares (MM) também € bastante heterogénea. As
fracdes de ata-MM detém o maior percentual do cloro total (organoclorados) presente nestes
efluentes, além de serem as grandes responsavels pela coloracéo escura dos mesmos.

Com relagdo aos efluentes de processos de branqueamento tipo ECF e TCF, o nimero
de estudos sobre as caracteristicas destes efluentes é bem reduzido, particularmente com

relagdo a sua composicao quimica. Os dados disponiveis indicam que 0 processo de producéo
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de polpas tipo ECF produz ndo apenas uma menor quantidade de clorofendis totais, mas,
particularmente, também menor quantidade de policlorofendis, ou sgja, fenbis com trés ou
mais atomos de cloro.

Do ponto de vista ambiental, este fato é bastante relevante, considerando que a
toxicidade de clorofendis parece aumentar com o nimero de &omos de cloro substituintes.
Adicionalmente, os halogenados orgéanicos medidos como AOX, gerados em processos tipo
ECF, sdo mais facilmente eliminados durante tratamento biol6gico do que os gerados em
processos convencionais. A coloracdo escura do efluente € bem menos intensa que a de

processos convencionais (Soares, 1998).

1.2.2.2. Efeitos Ambientais.

Nas ultimas 3 décadas, um grande volume da literatura cientifica tem documentado o
impacto do efluente de papel e celulose na biota aquatica. Um dos principais conceitos é o
impacto potencia na fisiologia reprodutiva da biota, particularmente em peixes expostos a
este tipo de efluente (Van den Heuvel, 2002).

Impactos sobre a reproducéo tém sido observados em peixes, incluindo a reducéo no
tamanho das gonadas (Munkitrick et al., 1992; Gagnon et al., 1994, 1995; Janz et al., 1997),
ateragdo nas caracterigticas sexuais, diminuicdo na biossintese dos horménios esterdides
(McMaster et al., 1996; Borton et al., 1997; Zunino e Soares, 2004). Em outros estudos
realizados por Soares e colaboradores (2000), observou-se um decréscimo progressivo de
hematécrito e hemoglobina, aumento da glicose plasmética e ateracdes histopatologicas em

tilépias expostas aos efluentes da industria papeleira.
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Os organoclorados presentes em efluentes de indUstrias tipo Kraft, empregando cloro
ou diéxido de cloro no processo de branqueamento, tornou-se uma questdo preocupante
devido a sua baixa degradacdo biol6gica, a sua toxicidade para espécies aquaticas,
genotoxicidade, e potencial para acumular em uma variedade de organismos (Sponza, 2003).

Reconhecendo este risco potencial, a WHO, a USEPA, e o Ministério de Salide e Bem
Estar do Japdo, iniciaram o controle sobre os niveis de organoclorados, como tem sido
adotado por outros paises. Foi percebido que a toxicidade ndo é restrita apenas aos
ecossistemas aquéticos; na verdade, algumas substancias toxicas presentes nos efluentes de
papel e celulose também fizeram ultimamente uma aparicdo em produtos de papel, tais como
filtros de café, copos e pratos de papel e tecidos faciais (Sreekrishnan, 2001).

O mas recente desenvolvimento no processo tecnoldgico, particularmente a
introducdo do branqueamento “elemental chlorine free” (ECF) e o tratamento do efluente na
indistria de papel e celulose finlandesa, tem significativamente diminuido os impactos
ambientais nos ecossistemas receptores de dgua. Também no sul do Lago Saimaa, Finlandia,
afetado pela indUstria de papel e celulose desde 1897, a quantidade de nutrientes e compostos
guimicos descarregados pelo efluente da indUstria diminuiu significantemente durante o ano
de 1990. Os resultados daquela pesquisa foram relacionados com as andlises bioquimicas e
fisiologicas realizadas em comunidade de peixes expostos ao efluente antes da introducéo do
branqueamento tipo ECF na indUstria. Além de uma baixa toxicidade, houve uma reducdo na
eutrofizacéo do lago (Karels, 2002).

Um estudo realizado no Laboratério de Avaliagdo Ecotoxicoldgica da UFSC, avdiou
0 potencial da alga Scenedesmus subspicatus como bioindicador da toxicidade de efluentes de
papel e celulose. Os resultados obtidos demonstraram que o efluente potencializou o
crescimento da alga quando presentes em concentractes até 25%. Acima deste valor, o efeito

foi reduzido proporcionalmente ao aumento da concentragéo de efluente. (Paiva, 2004).
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1.2.2.3. Tratamento de efluentes

Uma abordagem dlternativa € tratar os efluentes a tal ponto que a &gua residuéria
gerada pode ser reutilizada dentro da propria industria. De fato, o conceito de efluente liquido
zero tem sido sugerido por indUstrias que fazem certos tipos de papel.

O processo de tratamento principal utilizado na indistria de papel e celulose é
geramente de natureza bioldgica. Processos de tratamento tercidrios posteriores ou de
remocao de cor sdo raros no momento, mas podem se tornar comuns no futuro se a legislagcéo

setornar mais restringente.

Clarificagcdo priméria

Clarificagéo priméria pode ser conseguida por sedimentacdo ou flotagdo. Dentro das
indUstrias de papel do Reino Unido, a sedimentacdo foi a opcdo preferida. Esta unidade
remove uma alta quantidade de solidos suspensos, em uma média maior que 80%. Flotacdo
por ar dissolvido é um processo para a remocao de solidos suspensos e tem sido utilizado em
muitos processos de tratamento de efluentes, como um pré-tratamento, anterior ao tratamento

biolégico aerdbio (Fonseca et a., 2003).
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Tratamento secundario

Tratamento aer6bio

Lagoa de aeracdo € sem duvida o méodo mais utilizado. Este processo requer uma
grande area, um tempo de retencdo ou permanéncia em torno de 7 dias, e um custo de
implantacéo relativamente alto, especialmente em funcdo da energia gasta pelos aeradores
Mecanicos.

Como um processo aerobio, o seu principal objetivo é a reducéo da damabda
bioquimica de oxigénio (DBO), exibindo taxas de 55-80%, além de estabilizar ou minimizar
as variacOes das caracteristicas dos efluentes, decorrentes do uso aternativo de diferentes
tipos de madeira. Promove a remocao de substancias organocloradas totais em cerca de 25%,
sendo que, particularmente alguns organoclorados, como tri e dicloroacético e aguns
clorofendis, sdo reduzidos em até 90%. Como estas substéncias sdo eliminadas por
volatilizagdo, a eficiéncia do processo depende do clima do local, sendo que em épocas ou
regides de baixas temperaturas, esta é reduzida consideravelmente. Por outro lado, ocorre a
concentracdo de substancias de altas massas moleculares e a cor do efluente ndo é reduzida.
Correntemente, aproximadamente 40 de 100 indUstrias no Reino Unido usam tratamento
biolégico secundario. S&0 numerosos os sistemas de tratamento, sendo 0 mais comum 0O
processo de lodo ativado, onde pode ocorrer uma remocao eficiente das concentractes de
DBO e DQO (demanda quimica e oxigénio) do efluente (de 0,07 a 0,21 Kg DBO/KG),
valores estes, similares aos valores reportados por Saunamaki (1997) para indUstria de papel

na Finlandia
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Argumenta-se que o principal fator responsavel pela remocdo de substéncias cloradas
€ a adsor¢do destas substancias, pela elevada quantidade de biomassa produzida por este
processo, que, ao ser retirada do sistema, arrasta-as consigo. Evidentemente, este processo de
lodo ativado gera um volume muito ato de residuos solidos, os quais devem ser tratados
adequadamente para evitar que os organoclorados adsorvidos ndo sgam novamente
disseminados no ambiente. Este processo também € ineficiente para remover as substancias de

ata massa molecular.

Tratamento anaerdbio

Digestdo anaerébia € um processo freqlientemente empregado para o tratamento
secundario de efluentes industriais, apesar do investimento nesta tecnologia estar aumentado,
ela ndo é utilizada tdo largamente quanto o processo de lodo ativado pela indUstria de papel e
celulose (Thompson, 2001).

Este processo tem muitas vantagens em comparacado ao tratamento aerdbio, tais como
baixa producdo de lodo, baixo consumo quimico, pouco requerimento de terra devido a
exigéncia de poucos reatores e producdo de energia em forma de metano. Dados de remocgéo
de DQO para o tratamento de efluentes de indUstrias mostram gque a remocéo de 80% pode ser
alcancada e que o efluente tratado tem uma concentracéo de DQO de aproximadamente 800
mg/L. Esta concentracdo significa que alguma forma adicional de tratamento € requerida.

O dto teor de enxofre de efluente de papel e celulose indica que o tratamento
anaerobio ndo poderia constituir uma opcdo de tratamento devido a potencia producéo de

sulfeto de hidrogénio (Thompson, 2001).
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Apesar da utilizagdo do processo de lodo ativado ser 0 processo mais comum de
tratamento, ha vérias desvantagens com este processo. A producdo de lodo, com propriedades
de sedimentacéo varidvels, é sensivel para a toxicidade, sendo que a capacidade de remover

substancias toxicas biodegradaveis é limitada.

Tratamento terciario

O tratamento tercidrio tem sido empregado at€é o momento em poucos efluentes
industriais, especialmente os processos de ultrafiltracdo e o uso de membranas. Este processo
€ redlizado com separacdo sob pressdo, baseado na permeabilidade seletiva da membrana, o
gual pode servir como uma clarificagdo secundéria como o0 passo de separacdo final de
liquidos e sdlidos.

Varios processos fisico-quimicos tém sido desenvolvidos para remover uma variedade
de materiais tdxicos de efluente de papel e celulose e para reduzir parémetros como cor e
DQO. As industrias incluem ozonizacgo e adsor¢do, freqlientemente em combinagdo com a
coagulacdo, aqual € usada como um estagio de pré-tratamento (Houk, 1992).

A industria de Papel e Celulose Braviken, na Suécia, utilizou a opcdo de tratamento
terciario, que mostrou uma concentracado final de DQO menor que 100mg/L (Thoren et al.,
1997).

Com base nos dados e consideracdes realizadas acima, pode-se dizer que, em que pese
o grande esforco que tem sido feito em nivel mundial, no sentido de otimizar as tecnologias
existentes para a producgéo de polpas, visando eiminar ou minimizar a utilizagdo de cloro e a

consequiente producéo de compostos poluentes, ainda hoje, os efeitos de poluicéo decorrentes
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da producdo de polpas celulésicas, embora atenuados, continuam sendo um problema a ser
estudado e debatido, inclusive em nivel de legislacéo. Por outro lado, é oportuno dizer ainda
gue, a despeito da tendéncia observada em nivel mundial, a utilizacdo de cloro, especialmente

Cls, continua sendo preponderante no Brasil.

1.3BIOMONITORAMENTO

A preocupagdo com O meio ambiente intensificou a procura por meios de
monitoramento ambientais mais rapidos e eficientes. Ao enfocar apenas a andlise quimica dos
niveis de poluentes na agua ou no sedimento, os métodos radicionais forneciam pouco ou
nenhum indicio do efeito dos poluentes na fauna e flora, pois tais procedimentos ndo levam
em conta as ateracdes sofridas pelo organismo em relacdo as mudangas quimicas no meio
(Goldfarb et al., 1998).

Os processos de avaliagcdo de risco ambiental utilizam os bioindicadores na avaliagéo
do risco ecoldgico e dos biomarcadores na avaliagdo do risco a salde dos seres vivos; ambos
sdo utilizados em conjunto para avdiar os riscos ecolégicos em populacbes humanas e
ecossistemas em diferentes niveis organizacionais. Entende-se como bioindicadores medidas
gue incluem todos os niveis de organizacdo ecoldgica; desde uma espécie até as populacdes
de um ecossistema. Ja os biomarcadores incluem qualquer medida que reflita a interacdoentre
um agente estressor e organismo (Hacon, 2003).

Sendo assim, estabeleceu-se 0 uso do termo biomarcador para qualquer resposta

bioldgica que possa ser medida “dentro” do organismo (atividade enzimética) ou em seus
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produtos (urina, fezes etc.); por outro lado, ficou estabelecido que o termo bioindicador seria
definido como as informacdes tiradas de um organismo que revelam as condi¢des ambientais
medidas no seu habitat natural (Van Der Oost et al, 2003).

Atuamente, o termo biomarcador pode ser definido como “qualquer resposta
biolégica correspondente a uma exposicdo, efeito, ou susceptibilidade dos individuos aos
agentes quimicos e/ou estressores ambientais’ (Hacon, 2003, Van Der Oost et a, 2003).
Estas medidas geram respostas funcionais, fisiologicas, bioquimicas em nivel celular ou de
interacdo molecular. Baseado nesta definigéo estabeleceu-se trés classes de biomarcadores:

- Biomarcadores de exposicdo — capaz de detectar a presenca de um xenobidtico, seu
metabdlito ou a interacdo do xenobidtico com algumas moléculas ou células avo através das
caracteristicas farmacodinamicas e fisicoquimicas do composto no organismo (Schlenk, 1999,
Van Der Oost et al,2003).

- Biomarcadores de efeito — incluem respostas observadas ao nivel molecular (bioquimico,
fisiologico e histolégico) que podem ser relacionadas com o observado no nivel ecolégico
(Schlenk, 1999).

- Biomarcadores de susceptibilidade — indicam a habilidade adquirida por certo organismo
para responder a mudancas de exposicdo a um dado xenobidtico, seja por fatores genéticos
(mutacdo) ou bioquimicos (alteram a susceptibilidade do organismo) (DEN BESTEN, 1998,
Schlenk, 1999, Van Der Oost et al, 2003).

No contexto ambiental, os biomarcadores sdo indicadores sensiveis e capazes de
demonstrar a presenca de um xenobidtico no organismo. O biomarcador mais utilizado é o
biomarcador de exposicdo, e os efeitos vao refletir a consegiiéncia da distribuicdo de um
xenohiotico ou seu metabdlito no organismo (Stegeman et al., 1992).

Muitos tipos de organismos sdo utilizados como bioindicadores para avaliar possiveis

efeitos de riscos naturais ou de origem antropogénica. Em ambientes aquaticos, moluscos,
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organismos bentdnicos, esponjas, anfibios e peixes tém sido utilizados como biomonitores de
toxicidade de poluentes. Plantas, particularmente a Allium cepa, Vicia faba e Tradescantia,
tém sido utilizadas para avaliagdo da poluicdo presente, tanto na agua quanto na atmosfera.
Espécies de mamiferos vivendo proximos ao homem também tém sido usados como
bioindicadores (Silva et al., 2003c).

O conceito basico que sustenta a utilizagdo de biomarcadores de poluicdo ambiental se
baseia no fato de que os disturbios causados por xenobiéticos no meio ambiente levam
inicialmente a uma perturbacdo comportamental, fisiologica, bioquimica ou estrutural em um
determinado organismo. Se estas ateracOes forem observadas com uma certa antecedéncia,
pode ser possivel identificar problemas ambientais antes que 0 ecossistema aquatico sgja
afetado como um todo (Jimenez e Stegeman, 1990).

O uso de bioensaios tem enfocado em maior extensdo a toxicidade aguda. Desta forma,
a toxicidade aguda representa, de acordo com os diversos autores levantados por White et al.
(1996), o primeiro nivel do impacto no ecossistema aquético. Os autores expdem que esta
bem estabelecido que muitas descargas industriais contém uma gama de substancias que
podem ndo ter efeito agudo, mas que sdo capazes de reduzir, alongo prazo, a sobrevida de um
organismo via danos no genoma de células somaticas e germinativas. Tais danos genéticos
tém sido relacionados a desordens genéticas hereditérias e ao cancer.

O risco de algumas descargas de aguas residuais deve ser determinado, segundo White e
Rasmussem (1996), pela sua carga, a qual pode ser vista como produto da poténcia
genotoxica pela taxa de descarga.

Os testes de toxicidade apresentaram grandes avancos técnicos nas Ultimas décadas,
guando aumentou significativamente o interesse da comunidade cientifica e dos governantes
pelos efeitos causados por estes diferentes poluentes liberados nos ecossistemas naturais.

Conseqguientemente, houve a padronizacdo de espécies e 0 desenvolvimento de véarios testes
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padrdes adotados mundialmente, com o objetivo de viabilizar eventuais comparagdes entre 0s
diferentes poluentes, nos testes e nos proprios ecossistemas.

O uso de bioindicadores, como macréfitas aguéticas ou plantas terrestres, tem sido
preferencial no biomonitoramento de poluicdo e estudos ecotoxicoldgicos. Danos nos
cromossomos podem ser avaliados com o uso de fungos, plantas e células de mamiferos
(Houk, 1992).

Ao revisar a literatura, Smaka-Kincl et a. (1996) enfatizaram que o nivel de poluicéo,
ou qualidade da agua natural de superficie ou de profundidade e de aguas de despejo, €
determinada por andlises fisico/quimica, saprobiolégica, radiolégica e, mais recentemente,
também por andlises citogenética e genotoxica. Testes citogenéticos sdo adequados para a
identificacdo de efeitos deletérios de substancias particularmente conhecidas em varias
concentragOes sobre diferentes tempos de exposicéo e para a avaliagdo de sua influéncia nos
organismos. Estes testes também permitem compreensdo dos efeitos deletérios nos
organismos-teste e sG0 comumente usados em biomonitoramento da extensdo da poluicdo,
bem como para avdiacdo dos efeitos combinados de todas as substéncias toxicas e
mutagénicas sobre os organismos no ambiente natural. Testes bioldgicos para a toxicidade e
genotoxicidade sdo indispensaveis para a avaliacdo de reacfes de organismos vivos a poluicdo
ambiental complexa e para uma indicacdo dos efeitos sinergisticos potenciais de varios
poluentes, enquanto andlises fisico/quimicas identificam a presenca de respectivas
concentracOes de diferentes poluentes.

Avaliar a exposicdo ambiental potencial a produtos quimicos é de suprema importancia
para prevenir possivels riscos por eles impostos a sobrevivéncia, desenvolvimento,
reproducdo e evolugdo dos organismos vivos. No entanto, as Situagdes de aplicacéo e
lancamento direto de substancias quimicas no ambiente (estressores quimicos ambientais ou

poluicdo quimica ambiental) também sdo dignas de preocupacdo, pelas mesmas razbes ja
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citadas, aém da posshilidade da participagcdo de organismos contaminados na cadeia
alimentar onde 0 homem sgja um possivel consumidor (Bueno, 1997).

Alguns efeitos provocados pela acdo de estressores quimicos sobre as populacOes, tais
como ateracdo da producdo primaria, aumento da freqiiéncia de doencas e reducdo da
diversidade, foram discutidos por Gray (1989). Este autor sdientou que métodos que
possibilitem a deteccdo dos efeitos de estressores quimicos ambientais devem ser 0s
selecionados na avaliacdo de éreas supostamente contaminadas, afim de evitar 0 agravamento

da contaminagdo e suas consequiéncias indesgjavels.

1.3.1 CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Todos 0s organismos Vvivos estdo em interagdo com o melo ambiente. Assim, 0 seu
genoma fica exposto as interferéncias que esse meio sofre. A interacdo entre 0 meio e o
organismo resulta em modificagbes que, quando positivas, refletem na adaptacdo do
organismo quanto a melhor exploracdo desse meio, 0 que decorre também na propria
modificagdo do ambiente pelo organismo (Minissi e Lombi, 1997; Pascalicchio, 2002).

As lesdes no DNA podem ser induzidas por agentes quimicos, provenientes do meio
ambiente ou resultantes de reagcdes quimicas que ocorrem nas proprias células, ou ainda por
radiagcOes, tais como a luz ultravioleta (UV) e raios-X. Estas modificagdes na estrutura do
DNA sdo prejudiciais as células, uma vez que podem prejudicar processos vitais, tais como a
duplicacéo do DNA e a transcricdo génica. Elas também podem causar mutactes e aberracdes

cromossomicas, fendmenos estes que podem levar ao desenvolvimento de processos
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cancerosos e morte celular. Pelo fato de causarem lesdes no material genético e
potencialmente gerarem tumores em Seres Vivos, esses agentes s8o normalmente conhecidos
COmo genotoxicos ou carcinogénicos. A presenca de produtos quimicos carcinGgenos no meio
ambiente vem sofrendo um crescente aumento, devido a atividade humana, tanto rura e
industrial, quanto urbana. A deteccéo destes produtos e seus provaveis efeitos nos organismos
€ importante no estudo do impacto que eles podem trazer as populagcdes animal, vegeta e
humana (Costa e Menk, 2000).

Mutacdo € toda dteracdo do material genético de uma célula que ndo resulta de
segregacao ou recombinacdo. O processo quando ndo € letal para a célula pode propagar-se
pelo organismo em crescimento caracterizando uma mutacdo somética, ou transmitir-se as
geracOes posteriores caracterizando uma mutacdo germinativa. As que ocorrem nas células
sométicas acarretam maior prejuizo para os préprios individuos que as sofrem. Nos adultos, se
atingirem células em divisdo, podem causar tumores e outras lesdes degenerativas e
eventualmente, dependendo do tipo de dano, poder&o acarretar a diminuicéo da fertilidade, e,
se atingirem as células germinativas primordiais, que originardo os gametas do individuo, as
mutacOes poderdo ser transmitidas as futuras geragdes (Borges-Osorio e Robinson, 1993;

Larini, 1999).

Os estudos dos processos pelos quais as células sGo mutadas, tanto espontaneamente
como por agentes ambientais, datam do inicio do século XX. A importancia desses eventos
para a salde e bem-estar da espécie humana tornou-se evidente com a descoberta de que
danos genéticos podiam ser induzidos por raios-X, gas mustarda e va&rios outros agentes
fisicos e quimicos. Os resultados dessas pesquisas coincidiram com uma época na qual a
comunidade cientifica procurava entender quais 0s grupos de agentes, presentes no ambiente,
gue poderiam causar danos genéticos, e se essas ateracbes poderiam, eventualmente, causar

efeitos adversos a sallde humana. Além disso, foram levantadas questBes a respeito das
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relagdes entre mutagenos e carcindgenos, bem como as relacionadas aos efeitos mutagénicos
em células germinativas. Para entender esses desafios, comegaram entdo a ser desenvolvidos
uma série de bioensaios toxicogenéticos, desde os mais simples aos mais sofisticados (Ribeiro
et d., 2003).

A mutagénese ambiental alcangou uma atencdo mais ampla quando a pesquisa em
mutagénese tornou-se um assunto altamente relevante, com a publicacéo da revista Mutation
Research, em 1964, e quando os geneticistas que trabalhavam com os efeitos da radiacéo
ionizante e de agentes quimicos fundaram, em 1969, a Sociedade Americana de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental, além de outras Sociedades espalhadas pelo mundo.
No Brasil, a SBMCTA — Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese
Ambiental — foi criada em 1989. As atividades dessas Organizagdes e 0 crescimento répido e
extensivo da literatura cientifica relacionada a mutagénese ambiental, despertaram os
governos para o perigo em potencial dos agentes mutagénicos para a populagdo humana e
para a biosfera. A necessidade de ir em frente no reconhecimento e na regulacdo de agentes
mutagénicos ambientais foi considerada urgente, em funcdo do acumulo de dados que
sugerem gue a mutagenicidade é um progndstico razoavel para a carcinogenicidade. Assim,
no inicio dos anos 80, os 6rgdos de salde publica e as agéncias ambientais, em varios paises
industrializados, acrescentaram a mutagenicidade a lista de das propriedades tdxicas a serem
avaliadas (Ribeiro et al., 2003).

Os agentes mutagénicos sao substancias que induzem ateragdes na molécula de DNA,
gue podem ser corrigidas pelo préprio mecanismo de reparo das células. Alteragdes néo
reparadas, ou reparadas erroneamente, originam mutagdes de ponto €/ou cromossomicas
(Connor e Fergunson, 1993). As ateragdes cromossomicas, tais como quebras e “gaps’, so

normalmente visualizadas em cromossomos metafasicos. As quebras podem ser simples ou
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aos pares, e as pontes cromossdmicas podem ser simples ou duplas (Natargjan e Obe, 1982;
Pavlica et al., 2000; Matsumoto et al., 2004).

A maioria das substancias quimicas com potencial genotoxico € capaz de alterar o
material genético em todas as fases do ciclo celular, porém, para se fixarem como alteracbes
cromossdmicas, necesstam de mecanismo de replicacdo do DNA, acontecido apds a
ocorréncia dessas alteracoes (Obe et al., 1982).

Existem 3 niveis de mutacOes, as mutaches génicas, as aberragdes cromossdmicas
estruturais como as delegdes, duplicacdes, inversdes e trandocagcOes e aberragcOes
cromossdmicas em nimero, como as aneuploidias e euploidias, que contribuem para o grande
nimero de abortos, morte pré-natal e nascimento de individuos com anormalidades
estruturais, fisiolégicas e mentais (Kirsch-Volders et al., 2002). As aberractes cromossdmicas
estdo intimamente relacionadas a doencas como neoplasia, na qual se verifica uma correlagdo
positiva entre a freqliéncia de aberragdes cromossdmicas nos linfocitos e o desenvolvimento
do cancer e, com cerca de 50% dos abortos espontaneos, os quais apresentam algum tipo de
aberracdo cromossomica (Natargjan, 2002).

Uma das consequiéncias bioldgicas da exposicdo as radiagdes ionizantes ou aos agentes
guimicos genotéxicos é a inducdo de aberracBes cromossdmicas, que sd0 consideradas
importantes biomarcadores de exposicdo (Natargian, 2002; Obe et a., 2002). Estas
representam a parte visivel de um grande espectro de ateracdes no DNA, resultantes da
atuacdo de diferentes mecanismos de reparacéo das quebras nas cadeias do DNA (Obe et al.,
2002). As quebras nas cadeias duplas do DNA sdo as lesdes primérias fundamentais para a
formacdo de aberragOes cromossOomicas; estas podem ser induzidas, ou podem ocorrer
espontaneamente, sendo que 0s mecanismos de reparacdo dessas lesdes em células
eucaridticas envolveram o desenvolvimento de uma variedade de tipos de mecanismos,

levando na maioria das vezes, a reunido ndo homoéloga do DNA lesado, causando aberractes
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cromossOmicas (Pfeiffer et al., 2000). Em virtude disso, tornase importante o
desenvolvimento de ensaios bioldgicos que permitam a deteccdo de substancias clastogénicas
e aneugénicas (Kirsch-Volders et al., 2002). Assm, houve a validagdo do teste do
microntcleo (MN), desenvolvido com o bloqueio da citocinese e a formacdo de céulas
binucleadas, com a findidade de identificar as céulas que se dividiram apenas uma vez
(Fenech, 2000; Kirsch-Volders et a., 2002).

Os agentes mutagénicos sdo substancias que induzem alteracbes na molécula do DNA,
gue podem ser corrigidas pelo préprio mecanismo de reparo das células. Alteragdes néo
reparadas, ou reparadas erroneamente, originam mutagdes de ponto €/ou cromossomicas
(Connor e Fergunson, 1993). As dlteragbes cromossOmicas, tais como as quebras, Sao
normalmente visudizadas em cromossomos metafésicos. Na anafase, os tipos aberrantes
encontrados sdo geralmente pontes cromossomicas, sendo estas simples ou duplas (Natargjan
e Obe, 1982; Pavlica et a., 2000; Matsumoto et al., 2003).

Os testes citogenéticos permitem a compreensdo dos efeitos de algumas substancias
sobre os organismos-teste e mostram ser eficientes quando utilizados no biomonitoramento da
extensdo da poluigéo.

Os testes citogenéticos utilizam células cultivadas ou retiradas de animais ou individuos
submetidos a uma exposicao experimental, profissional, terapéutica ou acidental a agentes
xenobidticos. Sdo detectados dois tipos de substéncias mutagénicas. as que produzem
aberragbes cromossOomicas estruturais, substancias clastogénicas, e as que interferem na
formagdo do fuso mitético, provocando ateracdes na distribuicdo dos cromossomos durante a
divisdo celular e causando aneuploidias (Rabello-Gay et al., 1991).

Muitas técnicas foram desenvolvidas para avaliar o potencial mutagénico de agentes

poluidores, tais como: andlise de aberracbes cromossomicas; andlise de DNA fingerprinting;
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andlise da fregiiéncia de quebras na molécula de DNA; ensaio do cometa; quantificacdo dos
adutos de DNA e teste de microntcleo (McCarthy et al., 1989; Depledge, 1996).

O teste Cometa € uma técnica amplamente utilizada na deteccéo de danos ao DNA em
células isoladas e pode ser empregada virtualmente em qualquer tipo de célula eucariética. A
aplicagcéo do teste Cometa, juntamente com outros biomarcadores, tem sido utilizada no
monitoramento de ambientes contaminados por poluentes potencialmente genotoxicos

(Devaux et a., 1998).

1.3.2. ESTRESSE OXIDATIVO

Muitos dos poluentes que sdo despgados nos mananciais hidricos podem
potencialmente induzir estresse oxidativo em organismos aquaticos incluindo os peixes
(Bainy et al., 1996; Wilhelm Filho et a., 2001). Embora a polui¢do aquética sgja responsavel
pela producdo do estresse oxidativo, através do ciclo redox dos poluentes, mesmo sem
poluicdo ou biotransformacdo dos xenobidticos, ha uma constante producdo de espécies
reativas de oxigénio nos sistemas vivos (Kappus, 1987).

O oxigénio molecular é essencial a vida dos organismos aerobios, isto inclui a quase
totalidade dos organismos superiores. Sua fun¢do predominante nos eucariontes € servir como
ultimo aceptor de elétrons na respiracdo mitocondrial, quando sera finalmente reduzido a agua

durante o complexo processo de respiracdo celular. A reducéo completa do oxigénio a agua
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requer 4 elétrons, e essa reducéo produz sequencialmente do comego ao fim 3 produtos de
redugdo (Di Giulio et al., 1995).

Os produtos da reducéo do oxigénio molecular mostrados na Figura 3 sd0 0 anion
superéxido (O*), o peroxido de hidrogénio (H2O.) e o radical hidroxil (HO®). Dessas
espécies ativadas de oxigénio, especiadmente o HO® é muito reativo e potenciamente
deletério para os sistemas hioldgicos, €, juntamente com o O, sdo radicais livres de oxigénio.
Embora o H,O, ndo sgja um radica livre ele também é um produto reativo, e via reacéo de
Haber-Weiss pode reagir com o O™, servindo como um importante precursor de HO® (Di

Giulio et al., 1995).

O,+e’ 072 (A)
OHbL+e —— H,0, (B)
H,0,+ e H__, HO"+HO (C)

HO*+e” ——— H,0 (D)

Figura 1. Formacdo de espécies reativas de oxigénio durante a reducdo do oxigénio a agua.
Adaptada de Winston (1991).

Injarias no tecido vegetal e processos oxidativos normais da célula sdo provavelmente,
responsaveis pela geracdo de O,". Durante o transporte de elétrons nos cloroplastos e
mitocdndrias, muitos desses elétrons sdo perdidos, e entdo captados pelo O, formando O,~
(Cérdoba-Pedregoza et al., 2003).

De um modo geral, a exposicdo em longo prazo de um organismo a um poluente
resulta primeiramente no acimulo desse xenobidtico nos érgéos e tecidos e, secundariamente,

mantida a exposicdo, dteracdes moleculares irreversivels podem ocorrer devido a continua
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acao deletéria. Um dos efeitos provocados pelos metais pesados € sua capacidade de catalisar
reacOes oxidativas, levando a geracdo de Espécies Reativos de Oxigénio, as EROs (Yu, 1994).

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, lipideos, é&cidos
nucléicos e carboidratos (Meagher e Fitzgerald, 2000). Dentre os processos de oxidacdo
induzidos por radicais livres, a lipoperoxidacdo (LPO) ou peroxidacdo lipidica, €,
provavelmente, 0 processo mais extensivamente investigado. A presenca abundante de
fosfolipidios de membranas faz desses compostos alvos endégenos facilmente acessiveis ao
ataque dos radicais livres formados, especialmente as EROs. Principalmente os acidos graxos
poliinsaturados sdo o grupo de lipideos mais facilmente susceptiveis as reagdes com 0s
radicais livres. A LPO pode levar aformag&o de radicais livres em cadeia (Zwart et al., 1999).

As consegiiéncias mais comuns da LPO envolvem a perturbacdo da fungdo das
membranas das células e organelas essenciais. Isto inclui o processo de transporte, a
manutencdo do gradiente de metabdlitos e ions e a transducdo de sinais mediada por
receptores (Meagher e Fitzgerald, 2000).

Durante o ataque das EROs a0 DNA poderia haver oxidacdo das bases do DNA e
guebras de fita simples e dupla na molécula (Zwart et al., 1999). Nas duas Ultimas décadas
houve um grande desenvolvimento na pesquisa de novas metodologias para a determinagéo
de danos ao DNA. Rydberg e Johanson, em 1978, foram os primeiros a quantificar o dano ao
DNA em células lisadas misturadas a agarose em meio alcalino. Posteriormente, em 1984,
Ostling e Johanson aumentaram a sensibilidade de deteccdo do dano em células isoladas ao
desenvolverem uma técnica de eletroforese em microgel, que ficou conhecida como teste
Cometa. Modificaces dessa técnica permitiram a deteccdo de quebras de fita dupla devido a
condi¢do neutra da eletroforese e, subseqlientemente, foi possivel a deteccéo de quebras de

fita Ssmples usando uma condicdo alcalina para a eletroforese (Rojas et al., 1999).
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A aplicacdo do teste Cometa nos programas de biomonitoramento ambiental ganhou
forcas devido a algumas vantagens do uso dessa técnica tais como simplicidade, sensibilidade,
rapida resposta e necessidade de uma quantidade pequena de células. Pelo fato de que
qgualquer célula eucaridtica pode ser avaliada através desse teste, diferentes organismos
sentinelas expostos (peixes, mexilhdes e anfibios) estdo sendo empregados no monitoramento
de ambientes aquéticos contaminados por poluentes potencialmente genotoxicos (Cotelle e
Férard, 1999).

A despeito dos danos oxidativos que podem ocorrer nas membranas celulares e no
material genético como resultado da formagdo de radicais livres, nos sistemas vivos existe
uma variedade de defesas antioxidantes, enziméticas e ndo enziméticas, que controlam a
formacdo excessva das EROs. Das defesas enziméticas merecem destaque as enzimas
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), enquanto que 0s
compostos tais como, a-tocoferol (principal componente da vitamina E), [-caroteno,
ascorbato (vitamina C), e a GSH (glutationa reduzida) fazem parte do sistema de defesa ndo
enziméatico celular (Peng et al., 2000).

A SOD é uma metdoenzima considerada uma das mais importantes defesas
antioxidantes na neutralizacdo das EROs, pois sd0 responsaveis pela conversdo do O, em
H,0, e O, (Figura 2). Existem trés tipos distintos de SODs, cada qual possuindo um metal
especifico no sitio ativo. A SOD que contém manganés (MnSOD) é encontrada em bactéria e
certas organelas (mitocondria e cloroplastos) de organismos superiores. A SOD que possui
cobre e zinco no seu sitio ativo (CuzZnSOD), esta presente principalmente no citosol de
eucariontes e cloroplastos de plantas superiores. E, finalmente, a SOD que contém ferro
(FeSOD) é encontrada em bactérias e algumas plantas superiores (Rabinowitch e Fridovich,

1983).
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Doais tipos de enzimas podem remover o peréxido de hidrogénio da célula, sdo elas a
CAT e a GPx (Figura 2). A maioria das células aerébias possui CAT, com excecdo de
algumas bactérias. Nos animais, essa enzima estd presente na maioria dos 6rgdos, mas
concentra-se principalmente, no figado e nos eritrocitos. Ela € composta de quatro
subunidades protéicas, cada uma contendo um grupo heme [Fe(l11)-protoporfirina) ligado ao
sitio ativo. A cada subunidade da enzima existe uma molécula de NADPH ligada, que tem por
funcdo ajudar na estabilizacdo da estrutura enzimética (Halliwell e Gutteridge, 1989). As
plantas possuem varias isoformas de catalase, as quais estdo presentes nos peroxissomas e
glioxissomas. S&0 as principais enzimas de detoxificagcdo do H,O, em plantas e podem
dismutar diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e
acido férmico. As catalases podem ser dividas em trés classes. catalases da classe 1, removem
0 H,0O, produzido durante a fotorespiracéo em tecidos fotossintéticos; catalases da classe 2
s80 produzidas em tecidos vasculares e podem exercer uma funcéo de lignificagdo mas, sua
exata funcdo bioldgica permanece desconhecida; e na classe 3 estéo as catalases presentes
abundantemente em sementes e plantas jovens, e cuja atividade esta relacionada a remocéo do
H,O, produzido durante a degradacdo dos &acidos graxos no glioxissoma. As catalases

funcionam ent&o como cana de limpeza do H,O; celular (Breusegem et al. 2001).

20, +2H* [SOD1  H.0, +0,
—

[ CAT ]
2H202 e ZHZO + 02

Figura 2. Esquema das reagtes envolvendo as enzimas SOD e CAT na neutralizacdo das EROs. Adaptada de Di
Giulio et al. (1995).
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Embora as glutationa S-transferases (GST) atuem também diretamente contra as
EROs, elas s80 uma das mais importantes enzimas da fase Il de biotransformacéo. Esta
superfamilia de enzimas, presente principalmente no citosol, cataisa reacfes de conjugacédo
de uma variedade de xenobidticos, bem como de substratos endégenos com a glutationa
(Lopez et d., 2002).

Estas enzimas estdo envolvidas no transporte de compostos lipofilicos endégenos e
exogenos resultantes da fase | do metabolismo. Elas sdo capazes de formar ligacOes
covalentes com epdxidos ativos derivados das reagdes da fase | de biotransformacgao,
impedindo que os mesmos se liguem ao DNA ou a outras biomoléculas (Di Giulio et a.,
1995).

As GSTs tém sido extensivamente estudadas em organismos superiores, especialmente
em mamiferos. Durante os Ultimos anos, tem crescido o interesse de pesquisar essas isoformas
em organismos aguaticos, com o objetivo de serem utilizadas como biomarcadores
especificos de certos agentes quimicos (Oost et al., 1996).

Durante o processo de combate do estresse oxidativo ocorre a reducdo do perdxido de
hidrogénio bem como de peroxidos organicos. Esse processo envolve a concomitante
oxidacdo da GSH para a glutationa oxidada (GSSG), a qual pode ser reduzida pela glutationa
redutase oxidando o NADPH (Hasspieler et al., 1994).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, € o principal tiol
celular ndo protéico associado com uma variedade de fungBes celulares, tais como integridade
do citoesgueleto, sintese de proteina e de DNA, transporte de aminoécidos, “scavenger” de
radicais livres, transducdo de sinais, cofator de enzimas essenciais e defesa contra moléculas

oxidantes e xenobidticos potencialmente perigosos (Pefia et a., 2000).



1.4 CONSIDERACOES SOBRE O SISTEMA-TESTE UTILIZADO

O uso de plantas superiores em sistemas de testes para monitorar a presenca de
compostos toxicos no ambiente aquético esta sendo empregado satisfatoriamente. Plantas do
género Allium tém sdo utilizadas na avaliacdo da toxicidade de efluentes e de muitos
compostos (Arambasic et al., 1995; Smaka-Kincl et al., 1996; Rank e Nielsen, 1998).

A Allium cepa L. é uma das espécies vegetais mais utilizada em testes de toxicidade e
genotoxicidade, principalmente em questbes de monitoramento de efluentes industriais e
acumulo de metais pesados (Bailey et a, 2000; Fernandes et a., 2002; Hoshina et a., 2002;
Rigonato e Jorddo, 2002; Moraes et al., 2002).

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa € indicado como um eficiente organismo-
teste de citotoxicidade e genotoxicidade (Fiskeso, 1985), devido as caracteristicas que possui
como seu crescimento répido de suas raizes, grande niUmero de células em divisdo, sua alta
tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, sua disponibilidade durante todo o ano, seu fécil
mManuseio, € por Possuir cromossomos em nimero reduzido (2n=16) e de grande tamanho.

O uso de Allium cepa como material teste foi originamente introduzido por Levan
(1949), e a partir dai € utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de quimicos presentes
no meio ambiente (Fiskego, 1985). Essa espécie tem sido utilizada como material vegetal
teste indicador de mutagénese por diversos autores como: Khors et al. (1997); Smaka-Kincl et
a. (1996); Rank e Nielsen (1997, 1998); Kovalchuck et al. (1998); Vicentini et al. (1999);
Camparoto et a. (2002); Cantagalli e Vicentini (2002); Fernandes et a. (2002); Hoshina et

a. (2002); Moraes, et a. (2002); Machado et a. (2003); Toledo et a. (2003); Eilers, et al.
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(2003) e Ventura e Marin-Morales (2003). Testes com Allium cepa sdo adequados por
oferecer parametros macroscopicos como turgescéncia, mudanca de cor, formato, textura,
espessura, comprimento da raiz e parametros microscopicos como anafases prematuras,
aderéncias cromossdmicas, pontes e fragmentacdo cromossdomica, C-mitoses e micronucleos,
0s quais sdo indicadores de eventuais mutacdes no contelido genético celular (Quinzani-
Jordéo, 1987).

Da mesma forma, o uso de plantas superiores em sistemas de testes para 0 monitorar a
presenca de compostos toxicos ho ambiente aquatico esta sendo empregado satisfatoriamente.
Plantas do género Allium tém sido utilizadas na avaiag@o da toxicidade de efluentes e muitos
compostos téxicos e o parametro empregado mais comumente para estabelecer a relacéo entre
a concentracdo e a toxicidade do efluente é a inibicdo do crescimento de raiz (Arambasic et
al., 1995; Smaka-Kincl et al., 1996; Rank e Nielsen, 1998).

Com o aumento do uso documentado de materiais vegetais em genotoxicologia e
avaliagdo de riscos, 0 interesse por sistemas-teste botanicos tem sido fortalecido em meio a
comunidade cientifica e autoridades politicas, pois proporcionam mais conhecimento da
genotoxicidade e especiamente das aberracbes mitéticas em eucariontes (Fiskeg6, 1993). O
mesmo autor, em 1994, fez as seguintes consideracoes sobre a importancia e a utilidade de
Sistemas-teste vegetais na avaliagdo de riscos.

a) Embora hga diferencas entre os metabolismos de plantas e animais, ha também
similaridades, tais como o importante sistema de oxidase.

b) A ativacdo de pré-mutagenos em plantas tem ata relevancia, uma vez que seres humanos
consomem plantas tratadas com agentes quimicos.

Atuamente, uma das principais fontes de poluicdo dos ecossistemas aquaticos de agua
doce sdo os residuos de efluentes industriais e urbanos. Allium cepa tem sido indicado como

um importante e eficiente-organismo teste para os estudos de monitoramento ambiental,
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principalmente no monitoramento de recursos hidricos de ambientes com potencialidade de
contaminagao (Hoshina et al., 2002).

Testes bioldgicos de toxicidade e genotoxicidade sdo indispensaveis para a avaliacdo
das reacdes de organismos vivos a poluicdo ambiental. O teste de Allium, por ser um sistema
eucarioto, pode conferir um maior grau de proximidade na comparacdo com 0S provavels
efeitos causados na biota exposta a substancias toxicas. Esse teste pode ser utilizado sem que
a amostra a ser avaliada passe por um processo de esterilizacdo, purificagdo e condensacéo,
permitindo assim, que sgja feita uma andlise da amostra total (Rigonato e Jorddo, 2002). O
Allium cepa é um excelente material para testes citoldgicos que buscam melhor compreender
a acdo de quimicos no ambiente (Fernandes et a., 2002).

Geralmente, muitas substéncias que poluem é&gua, ar e solo podem potenciamente
exercer algum efeito mutagénico/clastogénico sobre os seres vivos, o qual pode ser delimitado
por métodos bioldgicos. Assim, para identificar a toxicidade crénica induzida por baixas
concentracOes desses agentes na agua, € preciso escolher a ferramenta de monitoramento mais
adequada. Nesse sentido, bioensaios vegetais sdo muito Uteis, pois tem a capacidade de
detectar baixo nivel de clastogenicidade, tanto em periodos curtos de exposicdo in situ quanto
em condicdes experimentais (Fang, 1981).

Os efeitos dos poluentes sobre as plantas podem ocorrer em diversos niveis, sendo que
muitas dessas reacOes podem ser utilizadas como critérios de avaliagdo das mudancas
ambientais em estudos de biomonitoramento. Estas plantas, usadas para tal finaidade, sdo
denominadas bioindicadoras. Macroscopicamente, podem ser observadas necroses, cloroses e
descoloracdes em folhas ou outras partes da planta, além da queda de folhas e diminuicdo no
seu crescimento. Em nivel de ultra-estrutura, observam-se alteracdes na estrutura fina dos
componentes celulares, como 0 desarranjo de organelas e paredes celulares. Efeitos

fisiologicos e bioquimicos so também detectaveis, tais como ateracdes nas trocas gasosas,
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bem como em outras etapas do processo fotossintético e atividades enzimaticas. Pode, ainda,
ocorrer a formagdo de EROs, que tém ato poder oxidativo e sdo extremamente toxicas, e
finAlmente, o aclmulo do poluente nos tecidos vegetais. Os poluentes podem ser
potencialmente mutagénicos, provocando um aumento na taxa de ocorréncia de mutacoes e
outros efeitos genotoxicos, em comparacao ao hivel espontaneo. (Manning e Feder, 1980).

Véarias espécies vegetais podem ser utilizadas como bioindicadoras da presenca de
substancias poluentes. Estas substancias vém causando grandes distUrbios ambientais ha
muito tempo, especiamente nos paises das regides temperadas. Nesses paises, 0 emprego
sistemético de plantas para tal finalidade remonta ao inicio da década de 20, quando as
alteracbes na composicdo em espécies e 0 grau de agressdes observadas nas plantas que
integravam 0 ecossistema, forneciam indices do impacto de poluigdes. Desde entdo, essa
abordagem tem sido sistematicamente utilizada nesses paises, empregando-se espécies nativas
locais ou de interesse agricola (Grant, 1999).

A utilizacdo de plantas como bioindicadoras da qudidade da agua, ar e solo, com
vistas a0 progndstico de riscos a salde humana, apresenta uma série de vantagens,
destacando-se as seguintes:

- As plantas superiores s80 organismos eucariéticos cuja complexidade genética (em
termos de quantidade total de DNA por nucleo, genes estruturais, organelas,
morfologia cromossdmica, etc.) é smilar a do homem; sdo multicelulares com
complexa estrutura organica; possuem desenvolvimento embriondrio onde,
também, ocorrem determinacdo, competéncia e hereditariedade celular
(Constantin, 1982).

- A manutencdo de plantas é de facil execucdo e acesso, quando comparada a criacdo
e manutencao de animais.

- Possuem ciclos de vidas curtos, podendo ser empregadas em curto periodo.
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- As plantas podem ser expostas a uma gama de condi¢cbes ambientais, sendo
possivel realizar experimento in situ etestesin vivo.

- Apresenta baixa ocorréncia de resultados falso-negativos, sendo, por exemplo,
apropriada para avaliagdes de risco a exposicéo a agentes mutagénicos quimicos e
fisicos.

- Os vegetais ndo sd0 tdo mais sensiveis do que os humanos a ponto de ndo
poderem ser utilizados como bioindicadores, para avaliacéo da situagcdo de risco

imposta pela polui¢do urbana e industrial a populacéo humana.

O uso de bioindicadores vegetais de genotoxicidade representa uma alternativa
simples, eficiente, répida e de baixo custo para avaliar o potencial genotdxico de agentes
contaminantes ambientais, permitindo inclusive, a difusdo de técnicas de biomonitoramento in
situ e testes in vivo em locais que disponham de condi¢cdes basicas de investigacdo. Além
disto, os bioensaios vegetais permitem avaliar a genotoxicidade de substéncias quimicas a
misturas complexas, o que € de suma importancia na avaiacdo da poluicdo ambiental (Grant,
1999).

Plantas do género Allium tém sido utilizadas na avaliagdo da toxicidade de efluentes e
muitos compostos (Arambasic et al., 1995; Smaka-Kincl et al., 1996; Rank e Nielsen, 1998).
Marcano e colaboradores (2004) avaliaram a citotoxicidade da hidrazida maleica em raizes de
Allium cepa; Chauhan e Gupta (2005) verificaram os efeitos citogenéticos e ultraestruturais de
herbicidas a base de uréia no mesmo tecido vegetal. Em relacdo a metais pesados, Fatima e
Ahmad (2005), estudaram a agdo de algumas enzimas antioxidantes na deteccéo destes metais

em &guas de despgjo.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avdiar os potenciais citotoxico, genotoxico e 0 estresse oxidativo de efluentes
(tratado e ndo-tratado), de uma indlstria de papel e celulose, originados de um processo de
branqueamento convencional, no municipio de Correia Pinto, SC, usando como sistema-teste

células meristematicas de Allium cepa L. expostas aos efluentes.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar o potencia citotdxico dos efluentes tratado e ndo-tratado por meio dos indices

mitéticos e indices de fases em células meristematicas de raizes de Allium cepa.

2. Avaliar o potencia genotéxico dos efluentes tratado e ndo-tratado por meio da freqiiéncia e

tipos de aberragdes cromossdmicas e danos ao DNA em raizes de Allium cepa.

3. Avaliar a toxicidade dos efluentes tratado e ndo-tratado por meio da medida da atividade
das enzimas CAT, GST, dos niveis de GSH e da medida do dano a lipidios (TBARS) em

catéfilos jovens de Allium cepa.
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4. Verificar a possivel inter-relacdo entre os niveis de antioxidantes e os demais efeitos

estudados.

5. Consolidar 0 uso de Allium cepa como bioindicador a ser utilizado na avaliagédo da
citotoxicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo, apos a exposicao aos efluentes tratado e

néo-tratado da indUstria de papel e celulose.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. OBJETO DE PESQUISA

Foi escolhida a empresa de papel e celulose Klabin/Celucat localizada as margens do
rio Canoas no municipio de Correia Pinto (SC), para constituir o objeto de estudo, sobre a

gualidade dos efluentes gerados pela mesma (Anexo A).

3.2. EFLUENTE INDUSTRIAL

Foi analisado o efluente final do processo de producdo de polpas (Pinus) branqueadas
por processo convenciona — utilizacgo de cloro molecular - (efluente ndo-tratado) e o efluente
tratado (por lagoa de aeracdo), da industria correspondente, previamente filtrado e estocado a

4°C, até sua utilizagdo.

A indUstria em estudo produz polpa celulésica e papel utilizando Pinug/eucalipto
(60/40), sendo que a polpa € branqueada por processo convencional tipo O, C, E, D, E, onde
O = dedlignificacéo com O2 , C = tratamento com CI2 , E = tratamento com NaOH , D=
tratamento com ClO2. O efluente gerado no processo é previamente tratado pela indistria,
antes do seu descarte no rio. O tratamento utilizado é através de lagoa aerada, com injecéo de

oXigénio puro.
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3.2.1. Variaveis do Efluente da Industria de Papel e Celulose

Paiva (2004) andisou 0s seguintes parametros fisico-quimicos das amostras dos
efluentes fornecidos pela Industria de Papel e Celulose Klabin/Celucat, com o objetivo de
estimar as possivels ateragdes no corpo receptor: fenol, por duas metodologias diferentes, 4-
AAP e Folin, fosforo, nitrito, nitrato, sulfeto, condutividade e pH.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para as caracteristicas fisico-quimicas:

TABELA 1-.VALORES DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DO EFLUENTE

DA INDUSTRIA DE PAPEL E CELULOSE (PAIVA, 2004)

Parimetros/ EFLUENTE EFLUENTE NAQ
Local de coleta TEATADO TRATADO
Sodio (ppm) 2275 337.5
DEO (mg/L) 530 590
D0 (mgL) 760 1420
Sulfeto (mg/L) 1.03 2.55
Fenol AAP (mgL) .7 11.54
Fenol Folin (mg/T) 4,35 10,20
Foésforo (mgL) 1.36 1.81
Nimito (mg/L) 0,13 0,21
Nitrato (mg/L) 2,22 013
Condutrvidade (u5/cm) 0.9638 1.225
FH 6.3 8.1

O dto teor de sulfeto apresentado pelo efluente é decorrente do processo Kraft de
polpacéo, cozimento da madeira com sulfato em meio acalino. O sulfeto € considerado um

elemento de potencial toxicidade previsto na Resolugdo n° 20/86 do CONAMA. A quantidade



de soda e outros sais utilizados neste processo e no processo de branqueamento é também
bastante elevada, explicando assm a alta condutividade do efluente.
O teor de fenois também foi alto em fungdo dos derivados de lignina presentes no

mesmo. Os polifendis produzidos por vegetais encontram-se em abundancia na madeira.

3.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL | —TESTE CITOGENETICO COM ALLIUM

3.3.1. CULTIVO E TRATAMENTO DO ORGANISMO-TESTE

O material-teste usado foi 0 meristema de ponta de raiz de Allium cepa L. (cebola
comum). Para obté-lo, os bulbos de Allium cepa L., obtidos de fonte comercial, de tamanho
uniforme, foram colocados para germinar em &gua ndo clorada, no escuro, a temperatura
congtante de 25 + 0,5°C. Somente as bases dos bulbos permaneceram imersas na &gua, a qual
foi renovada a cada 24h. Depois de 2 a 3 dias, as raizes germinadas acancaram o
comprimento de 15 a 20mm, quando a proliferacdo celular atinge uma cinética de equilibrio
dindmico (Diéz et al., 1970).

Antes dos bulbos serem expostos aos tratamentos, 3 a 5 raizes por bulbo foram
coletadas para servirem como controle Oh. Fez-se este tipo de controle para se saber qual o
indice mitético normal do bulbo em particular ou do grupo de bulbos. Os bulbos foram entéo
transferidos para frascos de 50mL de volume, onde receberem o0s seguintes tratamentos
durante a germinacdo das raizes. @) exposicdo a amostra de efluente ndo tratado, nas

concentragbes 0,1, 12, 50 e 100%; b)exposicdo a amostra de efluente tratado, nas



concentracfes 0,1, 12, 50 e 100%,; c) exposicdo a &gua ndo clorada, que serviu como controle
negativo do ensaio. Cada tratamento foi aplicado a uma série de 5 bulbos, que foram mantidos
nas mesmas condi¢des anteriores de cultivo.

Convém ressdtar a importancia do cultivo inicial do sistemateste em égua ndo
clorada como forma de evitar uma atribuicdo indevida das causas de possiveis inibicbes de
crescimento das raizes as substancias-teste utilizadas, podendo estas causas serem devido a
caracteristicas dos préprios bulbos.

ApOs 24 horas de tratamento (tratamento agudo), 3 a 5 raizes por bulbo foram
selecionadas aleatoriamente e coletadas. O sistemateste retornou, entdo, as mesmas
condi¢bes anteriores, onde permaneceu até que completasse 72h de tratamento (tratamento
sub-crénico) e mais 3 a 5 raizes foram coletadas. No periodo de estudo, efetuou-se a
renovacdo de todas as amostras-teste a cada 24 horas. Apds a coleta, os bulbos foram
colocados novamente em &gua desclorada e ap6s 24h (periodo de recuperacdo), as raizes
restantes foram coletadas.

As raizes coletadas foram fixadas em Carnoy | (&lcool etilico-&cido acético, 3:1), a

4°C, por pelo menos uma noite.

3.3.2. PREPARO DASLAMINASPARA ANALISE MICROSCOPICA

- Foram retiradas de 3 a 5 raizes do total de raizes fixadas por bulbo e colocadas para
lavagem e recuperacdo da hidratacéo normal.
- Posteriormente, as raizes foram submetidas a hidrolise &cida (HCl 1IN a 60°C, em

estufa) por aproximadamente 10 minutos.
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- Redlizada a hidrdlise &cida, as raizes foram lavadas novamente para a primeira etapa

da coloragéo, onde foram imersas em Reativo de Schiff e mantidas no escuro por 30
minutos.

- Apos a coloracdo, as raizes foram lavadas, as coifas retiradas e separadas as regides
meristeméticas, as quais foram individualmente apoiadas sobre a lamina, coberta com
uma gota de Orceina acética 1% e esmagadas entre |lamina e laminula.

- As laminas foram mantidas em um microambiente Umido resfriado, por pelo menos
24h e, entdo, as laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido.

- Feita a retirada da laminula, as l@minas foram postas para secar na temperatura

ambiente e, apds, foram tornadas permanentes utilizando Balsamo do Canada.

3.3.3. ANALISE DASLAMINAS

As cebolas (2n=16) possuem cromossomos de tamanho grande, dos tipos meta e
submetacéntrico. A andlise das laminas foi feita em microscopio éptico comum, com objetiva
de 40x.

Foram observadas de 3 a 5 raizes por bulbo, tanto apds as primeiras 24h como apés as
72h de tratamento com as amostras-teste, sem deixar de mencionar também a observacdo do
mesmo nimero de raizes antes de serem expostas aos efluentes (Oh) e apds o periodo de
recuperacdo (24h) em &gua ndo clorada, além do controle negativo.

Pelo menos 1000 células foram analisadas por raiz, em cada caso, totalizando 5000
células por grupo. Os parametros microscépicos analisados foram os indices mitéticos e de

fases, para avaliagdo dos potenciais citotoxico e ateracdes morfolgicas (aberracdes
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mitéticas), como indicador de potencial genotdxico das amostras em questdo. Eles foram
definidos da seguinte forma:

a) indice Mitético (IM - %) — nimero de céulas em divisio/nimero de céulas
observadas X 100.

b) indice de Fases (IF - %) — nimero de cdulas em uma determinada fase
mit6tica/nimero de células em mitose X 100.

C) Aberracbes Mitéticas — as frequéncias de células aberrantes obtidas a partir
do tratamento com aguas ambientais foram comparadas com as freqiiéncias
de aberracOes obtidas nas células do controle negativo.

Os vaores médios utilizados para o cdculo das formulas anteriormente mencionadas
encontram-se nos anexos B. Ainda, foram calculadas as frequéncias relativas das seguintes

aberracOes (%): C-metafases, metafases e anéfases desorganizadas e pontes cromossdomicas.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL Il —ESTRESSE OXIDATIVO

34.1CULTIVO ETRATAMENTO DO ORGANISMO TESTE

O material-teste usado foi o catafilo jovem (catéfilos menores, regido mais interna do
bulbo) de Allium cepa L. Para obté-los, os bulbos de Allium cepa L. foram colocados para
germinar em &gua ndo clorada, no escuro, a temperatura constante de 25 + 0,5°C. Somente as

bases dos bulbos permaneceram imersas na &gua, que foi renovada a cada 24h.
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Os bulbos foram entdo transferidos para frascos de 50mL de volume, para receberem
0S seguintes tratamentos: a) exposicdo a amostra de efluente ndo tratado, nas concentracdes
0,1 e 100%; b) exposicdo a amostra de efluente tratado, nas concentragdes 0,1 e 100%; c)
EXposicao a agua ndo clorada, que serviu como controle negativo do ensaio. Cada tratamento
foi aplicado a uma série de 3 bulbos, que foram mantidos nas mesmas condicOes anteriores de
cultivo.

ApOs 24 horas de tratamento, os catéfilos jovens foram coletados de bulbos
selecionados aleatoriamente e coletados. Apds a coleta do grupo de tratamento 24 horas,
outros bulbos também expostos aos efluentes foram colocados novamente em &gua desclorada

e apbs 24h (periodo de recuperacdo), os catéfilos restantes foram coletados.

3.4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DE BIOMARCADORES

DE ESTRESSE OXIDATIVO

Os catéfilos coletados foram cortados em pequenos pedagcos com o auxilio de um
bisturi e 100mg foram utilizadas para produzir o homogenato e a mesma massa para 0 extrato

acido.



3.4.2.1 Preparacdo dos homogenatos

Os homogenatos dos bulbos foram obtidos em tampéo fosfato de sdio 20 mM, pH 7,4
contendo 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de NaCl (1:19 p/v). A homogeneizagdo foi
realizada a 4 °C, durante 30 segundos em homogeneizador, seguida de centrifugacdo a 50009
durante 5 minutos. O sobrenadante foi mantido a — 20°C até sua utilizacdo para andise das
enzimas GST (Glutationa S-Transferase), CAT (Catalase), e do TBARS (Tio Barbituric Acid

Reactive Substances — Substancias reativas ao cido tiobarbitUrico).

3.4.2.2 Preparacao do extrato acido

Apls a trituracdo de amostras dos bulbos em tampdo, foram imediatamente
precipitadas com &acido tricloroacético 12% (1:9 p/v) e homogeneizadas durante 30 segundos
em homogenizador, seguidos de centrifugacdo a 50009 durante 5 minutos. Imediatamente

apos, foi feita a determinagcdo da GSH (glutationa reduzida) no sobrenadante.
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3.4.3 Glutationareduzida (GSH)

Amostras dos bulbos em tampé&o foram precipitadas com TCA 12% nas diluices 1:9
(p/v) homogeneizadas, seguidas de centrifugacdo a 5000g durante 5 minutos. A concentragcéo
de pequenos tidis foi avaliada nos sobrenadantes imediatamente apds a obtencdo dos extratos
acidos (Beutler et al., 1963; Fatima e Ahmad, 2005). A adicdo de 0,2 mL de DTNB 2,5 mM
nas cubetas contendo 1,9 mL de tampéo fosfato de potéssio pH 8,0 e 0,1 ml do extrato &cido
permitiu, apds cerca de 2 minutos, a obtencéo maxima de formacdo do anion tiolato (TNB),
de cor amarela, mensuravel em 412nm. As andlises foram feitas em duplicatas e os valores

expressos em umol g ™.

3.4.4 Atividade da enzima catalase (CAT)

Para andlise da atividade desta enzima, quantificou-se a velocidade de decomposicdo
do peréxido de hidrogénio (H20,), em 240nm, pela enzima presente na amostra (Aebi, 1984;
Fatima e Ahmad, 2005). Para esse ensaio, utilizou-se a solucdo de perdxido de hidrogénio
10mM em tampéo fosfato de potassio 50mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da andlise.
Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2mL da solugdo de H,O, e 20 ul de amostra.
ApOs homogeneizacdo, a velocidade de decomposicdo do H,O, foi medida durante 20
segundos. As amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol

de H,0, consumido min™ g™.

3.4.5 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)
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A atividade da GST foi medida espectrofotometricamente em 340nm (Keen et al.,
1976; Fatima e Ahmad, 2005). A amostra foi adicionada em um meio contendo 10uL de
CDNB 0,1M, 10uL de GSH 0,1 M e 970 nl de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na
cubeta de referéncia o volume de amostra foi substituido por tamp&o. As andises foram feitas
em duplicatas e os vaores da atividade da enzima expressos em nmol de CDNB conjugado

min g™

3.4.6 Avaliacao da lipoperoxidacao tecidual (TBARYS)

A avdiagdo da peroxidacdo lipidica endégena foi redizada em triplicatas, pela
deteccdo espectrofotométrica em 535nm dos derivados de seus produtos de oxidagdo, por
meio de substéncias que reagem com o é&cido tiobarbitirico (TBARS), destacando-se o
malondialdeido ou MDA, produzindo uma base de Schiff de coloracdo rosa (Bird e Draper,
1984). Os homogenatos foram precipitados com &cido tricloroacético (TCA) a 12% e agitados
vigorosamente por 5 segundos. Em seguida foram incubados em tampéo TrisHCL 60 mM
7,4 (0,1 mM DPTA) e &cido tiobarbiturico (TBA) 0,73% durante 60 minutos a 100°C. Ap6s
este periodo, o material foi resfriado durante 30 minutos a 5°C e centrifugado (5min a
10000g), e a absorbancia da cor résea, medida em 535nm, sendo 0s valores expressos em

nmol g .

3.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL I11: AVALIACAO DE DANO AO DNA (TESTE

COMETA)
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O material-teste usado foi 0 meristema de ponta de raiz de Allium cepa L. Para obté-lo,
0s bulbos de Allium cepa L. foram colocados para germinar em agua ndo clorada, no escuro, a
temperatura constante de 25 + 0,5°C. Somente as bases dos bulbos permaneceram imersas na
agua, que foi renovada a cada 24h. Depois de 2 a 3 dias, as raizes germinadas alcancaram um
comprimento de 15 a 20mm.

Antes dos bulbos serem expostos aos tratamentos, 3 a 5 raizes foram coletadas para
servirem como controle Oh. Os bulbos foram entdo transferidos para frascos de 50mL de
volume, para receberem os seguintes tratamentos. @) amostra de efluente ndo tratado, nas
concentragdes 0,1 e 100%,; b) amostra de efluente tratado, nas concentragtes 0,1 e 100%; c)
agua ndo clorada, que serviu como controle negativo do ensaio. Cada tratamento foi aplicado
auma série de 2 bulbos, mantidos nas mesmas condicdes anteriores de cultivo.

ApOGs 24 horas de tratamento, 3 a 5 raizes por bulbo foram selecionadas aleatoriamente
e coletadas.

A fragmentacdo do DNA foi avaliada usando eletroforese horizontal e microscopia de
fluorescéncia utilizando o teste Cometa (Singh et al., 1988; De la Torre, 1997). As regides
apicais das raizes foram cortadas e maceradas sob refrigeracéo em placa de Petry contendo 95
ul de solucdo de extracdo de nicleo. As células assim isoladas (30 ul) foram entdo embebidas
em 75 ul de agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA; 0,75 %) a 37°C. Esta mistura (células/
LPMA) foi adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com uma camada de agarose
de ponto de fusdo normal (NMPA, 1 %). As laminas foram mergulhadas em solucéo de lise
gelada contendo 2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 10 % DMSO e 10 mM
Tris pH 10, por, ho minimo, 2 horas. Apods este periodo, as laminas foram incubadas por 25

minutos em tampéo acalino gelado (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13), e o DNA
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liberado foi submetido a uma eletroforese horizontal sob voltagem de 30V e uma corrente
elétrica de 300 mA por 30 minutos. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas com
tampdo Tris 0,4 M (pH 7,5) e coradas com brometo de etideo (2 png/ml). A visualizagdo foi

feita em um microscopio de fluorescéncia com filtro de excitacdo de 515 a 560 nM.

A andlise de imagens foi feita segundo Collins (1995), onde, para cada animal, foram
analisadas aleatoriamente imagens de 100 células (50 células de cada lamina, em duplicata) e
0 tamanho dos cometas (regido nuclear + cauda) foi medido em unidades arbitrérias. Os
cometas foram classificados em classes, de acordo com o tamanho da cauda, variando de
cometas sem cauda (com auséncia de dano, classe 1), até cometas que apresentaram cauda
longa (dano maximo, classe 5). A fim de expressar o dano visualizado nas |aminas em valores

numeéricos, cada classe recebeu uma pontuacao, conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 2. Pontuagéo e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Pontuacdo |0 1 2 3 4

Tipo de

cometa

Para cada cebola foi calculada uma pontuacdo de acordo com o nimero de cometas
visualizados em cada classe, segundo a equacédo abaixo:
- Indice de dano a0 DNA = [(N° de cometas classe 1 x 0) + (N° de cometas classe 2 x 1) +
(N° de cometas classe 3 x 2) + (N° de cometas classe 4 x 3) + (N° de cometas classe 5 x 4)].

Conseqgilientemente, obteve-se uma Unica pontuacdo para cada grupo estudado. Assim, o
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indice de dano de cada grupo podia variar de 0 (auséncia de dano) a 400 (presenca de dano

maximo).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises microscopicas dos efeitos citotoxicos e genotdxicos e das
andlises espectrofotométricas do estresse oxidativo, foram comparados aos efeitos observados

no controle negativo. Paratanto, os testes estatisticos utilizados foram:
- One-way ANOVA = efeito citotdxico (IM)
- Testet de Student = efeito citotdxico (IF) e estresse oxidativo

- Qui-quadrado = efeito genotdxico (Frequéncia de aberraces e danos ao

DNA).

Paratodos, o nivel de significancia minimo considerado foi de 5% (Anexo B).

4 RESULTADOS



4.1 INDICESMITOTICOS (IM)

Os valores de indice mitético obtidos para ambos os efluentes estdo descritos no anexo
B. Conforme pode ser observado, os valores de IM para os controles dos respectivos grupos
(0 h), CO, 0,1%, 12%, 50% e 100%, foram significativamente discrepantes. Desta maneira,
este fato introduz nas andlises um componente alheio ao efeito que se desgja pesquisar, o qual
é funcdo das diferencas proprias ou individuais entre as cebolas. Visando excluir este
componente, optou-se por normalizar os dados segundo o critério que considera os valores
respectivos de Oh, de cada grupo (conjunto de valores relativos a uma determinada
concentracdo), como sendo a unidade (valor = 1). Assim, para cada grupo, os valores de IM

para 0s tempos de 24, 72 e recuperagao sao relativos ao tempo zero.

4.1.1 EFLUENTE NAO-TRATADO (NT)

O possivel potencia citotoxico dos efluentes pode ser refletido na reducdo da
atividade proliferativa de meristemas de raizes expostas a tais amostras. Esta reducéo torna-se
evidente quando comparada a um controle negativo. Por isso, a andlise dos indices mit6ticos
destas células representa um pardmetro confiavel para a verificacdo do potencia citotdxico
em questéo.

Os IM obtidos dos meristemas de raizes expostas ao efluente ndo-tratado e agua ndo

clorada (controle negativo), em todos os periodos de exposicéo, estdo representados na Figura
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3. Os dados constantes dessa figura e seu tratamento estatistico demonstram que foi detectada
diferenca significativa (p<0,05) entre os IM de céulas coletadas dos bulbos expostos ao
efluente ndo-tratado em todas as concentractes (0,1, 12, 50 e 100%) e tempos de exposicéo de
24 e 72h - em relacdo aos IM das células coletadas previamente a exposicdo ao efluente
(controle Oh). Para a menor concentracdo (0,1%), houve uma reducdo significativa dos IM,
em relacdo ao respectivo controle Oh, nos periodos de 24, 72h e recuperacdo. Ja nas outras
concentragoes (12, 50 e 100%), evidenciou-se um aumento significativo dos IM, em relacéo

ao proprio controle Oh, em todos os periodos de exposicao.
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FIGURA 3 — Indices mitéticos médios (%) em raizes de Allium cepa expostas a0 efluente ndo-

tratado (NT) por zero, 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. As letras a, f,
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s e v representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) dos tempos de exposicéo da
concentracgdo 0,1, 12, 50 e 100%, respectivamente em relacdo ao respectivo grupo controle (Oh)
de cada grupo.

4.1.2 EFLUENTE TRATADO (T)

A comparagdo, em termos percentuais, entre a atividade proliferativa de células
meristemédticas de raizes expostas a0 efluente tratado (T) e aquelas tratadas com égua nédo
clorada (controle negativo), esta representada na Figura 4, e suas respectivas freqiéncias
encontram-se em anexo (ANEXO B).

Apenas os indices mit6ticos observados para as células tratadas com a concentracdo
12%, por 24 e 72h, apresentaram uma reducdo estatisticamente significativas (p<0,05) em

relacdo ao controle do proprio grupo (0h).
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FIGURA 4 — indices mitdticos médios (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente tratado
(T) por zero, 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. (H) — diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) dos tempos de exposi¢ao da concentragdo 12%, em relagéo

ao proprio grupo controle (Oh).

4.2 INDICESDE FASES

A atividade proliferativa das células meristeméticas foi avaliada ainda através de uma

andlise comparativa entre os dados constantes nas figuras seguintes (5-12), referentes aos
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indices de fases da divisdo mitética das células expostas ao efluente ndo-tratado (NT) e

tratado (T) e aquelas do controle negativo.

4.2.1 EFLUENTE NAO TRATADO (NT)

Indice de Préfase

Os dados contidos na Figura 5 indicam que houve alteragdo (reducdo) significativa
(p<0,05) nos indices de profase apds exposicdo aguda (24h) ao efluente ndo-tratado na
concentracdo 0,1%. Bulbos expostos a concentragcdo de 12% deste efluente foram os que
mais apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Foram observadas diferencas
significativas entre o periodo de 24h de exposicdo em relacdo ao controle negativo 24 e
guando se comparou os periodos de exposicao de 24 e 72 horas. As células tratadas com a
concentracdo 50% por 24h apresentaram diferencas significativas quando comparadas ao
controle 24h. Para a maior concentracéo (100%), ndo houve ateracdo estatisticamente

significativa.

Indice de M etafase

Observa-se na Figura 6 que somente ocorreu ateracdo (aumento) significativa nos

indices metafasicos apOs exposicdo aguda (24h) ao efluente ndo tratado na concentracéo
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12%. Nas outras concentractes (0,1, 50 e 100%) e em seus periodos de exposicdo (24 e

72h), ndo houve diferencas significativas.

Indice de Anéafase

Observa-se na Figura 7 que a exposicéo por 72h a concentracdo de 50% revelou uma
diferenca (aumento) significativa quando comparada ao controle 72 horas. Na
concentracdo 100% observou-se um aumento significativo do indice metafésico das céulas
meristemédticas expostas por 24h ao efluente ndo-tratado em relagéo ao controle do mesmo
periodo (24h). Para as duas menores concentracbes (0,1 e 12%) ndo foi observada

nenhuma alteragcdo significativa.

indice de Tel6fase

Observa-se na Figura 8 que, para todas as concentragcdo e tempos de exposi¢do, néo

foram detectadas alteragdes significativas.

Observa-se, de um modo geral, que a fase do ciclo mitético mais atingida pelo efluente

néo-tratado foi a préfase, seguida da anéfase, metéfase e tel6fase.
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FIGURA 6- indices metéfase (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente ndo-tratado (NT)

por 0, 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. (B) — diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05) em relacéo ao CO 24h.
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FIGURA 7 — indices de anéfase (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente néo-tratado

(NT) por O; 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. (G) — diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) em reacdo ao CO 72h; (Y) — diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05) em relacéo ao CO 24h.
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FIGURA 8 — indices de tel6fase (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente ndo-tratado

(NT) por O; 24 e 72 horas e recuperagdo (24h). CO — controle negativo

4.2.2 EFLUENTE TRATADO (T)

As Figuras 9, 10, 11 e 12 apresentam a andlise comparativa dos indices mitéticos das
células meristematicas de raiz de Allium cepa expostas ao efluente tratado (T) e as células

de bulbos mantidos em &gua ndo clorada (controle negativo).
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Indice de Préfase

A Figura 9 evidencia que as células expostas as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do
efluente tratado, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos seus

indices profasicos.

Indice de M etafase

Nos indices de metéfase, vistos na Figura 10, nas células meristeméticas expostas por
72h a0 efluente tratado 0,1%, houve um reducdo estatisticamente significativa em relagéo
as mesmas células expostas por periodo agudo (24h), o que também foi observado na
maior concentracdo (100%). Na concentracdo 12%, as células expostas por 24h
aumentaram significativamente seus indices metafasicos em relacdo ao controle 24h. A

concentracdo de 50% néo apresentou alteracdo significativa.

Indice de Anéafase

Em relagdo aos indices anafésicos, ndo houve nenhuma diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05), tanto em comparacdo as concentracdes quanto aos periodos de

exposicdo. Figurall.

Indice de Teléfase

Com relacdo aos indices de teléfase, na Figura 12, nenhuma ateracdo estatisticamente

significativa foi observada, tanto em relagdo as concentragdes quanto aos periodos de

EeXPOosicao.



Observa-se, de um modo geral, que a Unica fase do ciclo mitético atingida pelo
efluente tratado foi a met&fase. Esta fase foi mais atingida apds 24 horas de exposicéo,

tanto em relagdo ao controle 24h quanto a 72h de exposicéo ao efluente tratado.
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FIGURA 9- indices de préfase (%) em raizes de Allium cepa expostas a0 efluente tratado (T) por
0, 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. REC — recuperacéo.
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FIGURA 10 — indices de met&fase (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente tratado (T)
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FIGURA 12 — indices de tel6fase (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente tratado (T)
por 0, 24 e 72 horas e recuperagdo (24h). CO — controle negativo. REC — recuperacao.

4.3 . FREQUENCIASDE CELULAS ABERRANTES

Para a avdiacdo do potencial genotdxico dos efluentes ndo-tratado e tratado da
indUstria de papel e celulose, foram consideradas as freqiiéncias de células aberrantes (FA)
e os tipos de aberragbes produzidos, consideradas aqui 0s seguintes tipos. C-metafase,
ponte anafésica, andfase desorganizada, células binucleadas, micronlcleos, adesdo

cromossdmica, entre outras.

4.3.1. EFLUENTE NAO-TRATADO (NT)

Na Figura 13 estdo representadas as FA em raizes submetidas a exposi¢do do efluente
néo-tratado (NT) e de &gua ndo clorada (controle negativo), apos 0, 24, 72h e recuperacdo
(24h).

As freguiéncias de células com aberragdes (somatdria de todos os tipos), apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, ao nivel de 5%, quando comparamos as células
expostas ao efluente nas maiores concentragoes (50% e 100%) por 24h versus controle 24h

e periodo Oh.
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Em relacdo a exposicdo cronica, somente a concentracdo de 100% apresentou
resultados significantes, quando comparados aos resultados encontrados para o controle

72h e periodo Oh.

4.3.2. EFLUENTE TRATADO (T)

Os resultados das frequéncias de aberraces (FA) das células expostas ao efluente
tratado (T) encontram-se na Figura 14, onde se observa que ha um padréo proximo ao
encontrado para as células expostas ao efluente ndo-tratado (Figura 13), para o qual

somente as duas maiores concentracoes apresentaram aberragoes.

No periodo de exposicdo agudo (24h) ao efluente tratado na concentracéo de 50%,
houve diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle 24h e ao periodo Oh; ja na
maior concentracdo (100%), esta diferenca apresentou-se quando comparada ao controle
24h. Em relacdo a exposicao cronica (72h), as células expostas a concentracdo de 50%
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao periodo Oh do mesmo grupo. Para a
concentracdo de 100%, foi considerada significativa a diferenca quando relacionada com o
controle 72h e periodo Oh. As células expostas a maior concentracdo e depois submetidas a
recuperacdo apresentaram frequéncia de aberraces significativas quando comparadas ao

grupo controle recuperacéo.
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Figura 13 — Frequiéncias de cdlulas aberrantes (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente
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recuperacdo. (b) — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao CO 24h; (c) —
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em reacdo ao CO R; (i) — diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao CO 72h; (j) — diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagdo ao NT 50% Oh; (I) — diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) emrelacdo ao NT 100% Oh.
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Figura 14 — Freguéncias de cdlulas aberrantes (%) em raizes de Allium cepa expostas ao efluente
tratado (T) por O, 24 e 72 horas e recuperacdo (24h). CO — controle negativo. REC — recuperacéo.
(b) — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao CO 24h; (¢) —
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao CO R; (i) — diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relaggo ao CO 72h; (j) — diferenca
estatisticamente gSignificativa (p<0,05) em relagdo ao T 50% Oh; (I) — diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacéo ao T 100% Oh.
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4.4. TIPOS DE ABERRACOES

Para avadiar a que classes de manifestacBes citolégicas pertencem os efeitos
produzidos pelos efluentes, ndo-tratado e tratado, de papel e celulose testados, as

aberractes foram classificadas e quantificadas.

O Unico tipo de aberracdo encontrada no grupo controle foi a ponte anafasica, na
freguéncia de 0,02% nos controle O; 24h e recuperacdo e 0,04% no controle 72h, conforme

indicaaTabelall.

4.4.1. EFLUENTE NAO TRATADO (NT)

O tipo de aberracdo encontrada nas células coletadas previamente a exposicdo com o
efluente ndo-tratado foi 0 mesmo dos controles negativos, sendo as freguéncias de 0,02%

de pontes anafésicas em todas as concentractes (Tabelalll).

Os tipos de aberracdes resultantes do tratamento agudo (24h) das raizes com amostra
do efluente ndo-tratado (Tabela Ill), na concentragdo de 0,1% foram: Ponte anafésica
(0,04%) e C-metéfase (0,02%). Nas células de raizes expostas a concentracdo de 12%, os
tipos de aberragdes foram: C-metafase (0,08%) e Ponte anafasica (0,04%). Na
concentracdo de 50%, as ateracbes encontradas foram: C-metéfase (0,28%), Ponte

anafasica (0,06%) e andfase desorganizada (0,04%). Ja nas células expostas a maior
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concentracdo (100%) do efluente, as aberracdes observadas foram: C-metéfase (0,34%) e

ponte anafasica (0,06%).

ApOs exposicao cronica (72h), as dteracOes vistas em células expostas a menor
concentracdo (0,1%) foram: C-metéfase (0,04%), ponte anafasica (0,04%) e anafase
desorganizada (0,02%). Os tipos de aberragdes predominantes apds a exposicdo a
concentracdo de 12% foram: C-metéfase (0,10%) e ponte anafasica (0,06%). Na
concentracdo de 50%, as mais comuns foram as pontes anafésicas (0,24%) e C-meté&fases
(0,04%). Ja na concentracdo de 100%, as C-metafases (0,26%) e as pontes anafésicas

(0,18%) foram as observadas.

Os tipos de alteractes predominantes nas células coletadas previamente a exposicao ao
efluente (recuperacdo), na concentracdo de 0,1%, foram as pontes anafasicas, com a
freqliéncia de 0,06%. Os tipos vistos na concentracdo de 12% também foram as pontes
anafasicas (0,04%). JA na concentracdo de 50%, as alteracdes foram as pontes anafasicas e
as C-metafases, com a frequiéncia de 0,16% e 0,12%, respectivamente. Esses mesmos
tipos também foram encontrados nas células expostas ao efluente 100% concentrado,

ambas na frequiéncia de 12%.

As dteraces ja mencionadas, relativas a cada periodo de exposicdo e a concentracdo
do efluente ndo-tratado, encontram-se nas Tabelas I, Ill, IV e V. As ilustragbes das

aberracOes observadas encontram-se anexadas no final deste trabalho (Anexo A).
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TABELA 1lIl — Frequéncias relativas dos tipos de aberracdes (%) em células coletadas
previamente (0Oh) a exposicéo ao efluente ndo-tratado (NT) e controle negativo (CO).

Concentracdoes/ CO NT 0,1%  NT 12% NT 50% NT 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ponte anaf. 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
An&f. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL (%) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Tota césAberr. 01 01 01 01 01

TABELA |V — Frequéncias relativas dos tipos de aberracdes (%) em células expostas por 24h
a0 efluente ndo-tratado (NT) e controle negativo (CO).

Concentragdes/ CO NT 0,1% NT 12%  NT 50% NT 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,02 0,08 0,28 0,34
Ponte anaf. 0,02 0,04 0,04 0,06 0,06
An&f. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
TOTAL (%) 0,02 0,06 0,12 0,38 0,46
Tota césAberr. 01 03 06 19 20
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TABELA V - Frequéncias relativas dos tipos de aberracdes (%) em células expostas por 72h
ao efluente ndo-tratado (NT) e controle negativo (CO).

Concentracoes CcO NT 0,1% NT 12% NT 50% NT 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,04 0,10 0,04 0,26
Ponte anaf. 0,04 0,04 0,06 0,24 0,18
Andf. desorg. 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
TOTAL (%) 0,04 0,10 0,16 0,28 0,44
Total céls Aberr. 02 05 08 14 22

TABELA VI — Freqliéncias relativas dos tipos de aberragdes (%) em células expostas a agua
desclorada por 24 (recuperacdo) apOs terem sido expostas a0 efluente ndo-tratado (NT) e

controle negativo (CO).
Concentracoes CO NT 0,1% NT 12% NT 50% NT 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,00 0,0 0,12 0,16
Ponte anaf. 0,02 0,06 0,02 0,16 0,16
Anéf. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL (%) 0,02 0,06 0,02 0,18 0,32
Tota céls Aberr. 01 03 01 14 16
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4.4.2. EFLUENTE TRATADO (T)

As aberracOes relativas a cada periodo de exposicdo e a concentracdo do efluente

tratado encontram-se nas Tabelas VI, VII, VIII el X.

As dteracdes encontradas, nas células coletadas antes de serem expostas ao efluente
tratado, na concentracdo de 0,1,% foram: pontes anafasicas (0,06%). Ja nas concentractes
de 12, 50 e 100%, a Unica alteracdo encontrada foi a ponte anafasica, na mesma frequiéncia

(0,02%).

ApOs exposicdo aguda (24h), as ateragdes encontradas foram: C-metéfase (0,02%)
na concentracdo de 0,1%; pontes anafasicas (0,10%) e C-metafases (0,08%) na
concentracdo de 12%; C-metafases (0,22%), pontes anafasicas (0,16%) e anédfases
desorganizadas (0,02%) na concentracdo 50% concentrada e essas Ultimas ateracdes
também foram encontradas nas células expostas a maior concentracdo (100%), porém na

freguéncia de 0,22%, 0,08 e 0,02%, respectivamente.

Os tipos de aberracbes encontrados nas células expostas cronicamente (72h)ao
efluente tratado, na concentracdo de 0,1% foram: pontes anafasicas (0,06%) e C-metéfases
(0,04%). Na concentragdo de 12%, foram: C-metafases (0,16%) e pontes anafésicas
(0,04%). Ja na concentracdo de 50%, as aberracdes encontradas foram as pontes
anafasicas, C-metafases e anafases desorganizadas, na freqiiéncia de 0,18%, 0,12% e
0,02%, respectivamente. As células expostas a concentracdo 100% concentrada
apresentaram as seguintes aberracbes. C-metéfase (0,34%), ponte anafasica (0,14%) e

anéfase desorganizada (0,04%).
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Os tipos de ateracdes obtidas nas células coletadas previamente a exposicdo ao
efluente (recuperacdo) foram: C-metéfases e pontes anafasicas, na mesma frequéncia
(0,04%) na menor concentracéo (0,1%). O Unico tipo de aberragdo visto na concentracdo
12% concentrada foi a C-metdfase (0,06%). As células anteriormente expostas a
concentracdo de 50% e apbs 24h em &gua ndo clorada apresentaram as C-metéfases
(0,08%) e pontes anafasicas (0,02%) como alteragdes. JAnamaior concentracdo (100%), as

aberracOes encontradas foram: C-metéfases (0,16%) e ponte anafasica (0,14%).

TABELA VII- Fregiiéncias relativas dos tipos de aberractes (%) em células coletadas
previamente (0Oh) a exposicéo ao efluente tratado (T) e controle negativo (CO).

Concentracoes CcO T 0,1% T 12% T 50% T 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00
Ponte anaf. 0,02 0,06 0,02 0,02 0,02
An&f. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL (%) 0,02 0,06 0,02 0,02 0,02
Tota cés Aberr. 01 03 01 01 01
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TABELA VIII — Frequéncias relativas dos tipos de aberracdes (%) em células expostas por
24h ao efluente tratado (T) e controle negativo (CO).

Concentracoes CO T 0,1% T12% T 50% T 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,02 0,08 0,22 0,22
Ponte anaf. 0,02 0,00 0,10 0,16 0,08
Anéf. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,02 0,02
TOTAL (%) 0,02 0,02 0,18 0,40 0,32
) 16
Total céls Aberr. 01 01 09 20

TABELA IX — Freguéncias relativas dos tipos de aberractes (%) em células expostas por 72h
ao efluente tratado (T) e controle negativo (CO).

Concentracoes CO T 0,1% T12% T 50% T 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,04 0,16 0,12 0,34
Ponte anaf. 0,04 0,06 0,04 0,18 0,14
Anéf. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,02 0,04
TOTAL (%) 0,04 0,10 0,20 0,32 0,52
) 26
Total céls Aberr. 02 05 10 16
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TABELA XI — Freguiéncias relativas dos tipos de aberractes (%) em células expostas a &gua

desclorada por 24 (recuperacao) apos terem sido expostas ao efluente ndo-tratado (T) e

controle negativo (CO).
Concentracoes CO T 0,1% T12% T 50% T 100%
Aberracdes
C-metéfase 0,00 0,04 0,06 0,08 0,16
Ponte anaf. 0,02 0,04 0,00 0,02 0,14
Anéf. desorg. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL (%) 0,02 0,08 0,06 0,10 0,30
15
Tota céls Aberr. 01 04 03 05

4.5. ESTRESSE OXIDATIVO

45.1. AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIiDICA (TBARS)

Durante as 24 horas de exposi¢ao aos efluentes, ndo-tratado (NT) e tratado (T), para
ambas as concentragdes 0,1 e 100%, houve um aumento acentuado, em relacdo ao

controle de 88,3; 87,3; 87 e 88,3%, respectivamente, nos niveis de TBARS (Figura 15).
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ApOs serem expostas aos efluentes, as cebolas foram mantidas por mais 24 horas em agua
ndo clorada (periodo de recuperacdo, onde se observou a reducéo, em relacdo aos periodos
de exposicéo de 96,7% em relacdo ao efluente ndo-tratado 0,1%, 94,3%, em relacdo ao
mesmo efluente na concentracdo de 100%, 96,4%, quando comparado ao efluente tratado

na menor concentracdo e 97,4% em relacéo a0 mesmo efluente na maior concentragao.
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Figura 15 - Indice de peroxidaco lipidica (TBARS; nmolg™) em bulbos de Allium cepa
expostos a &gua ndo clorada cloro (controle negativo — CO), e aos efluentes ndo-tratado
(NT) e tratado (T), nas concentracdes de 0,1 e 100%, apos periodo de 24h e recuperacdo
(24h). (D, O, W) — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao

Controle.
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4.5.2. GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Apesar de se observar, na Figura 16, uma clara curva concentracdo-dependente,
estatisticamente, esses valores dos niveis de GSH, ap6s 24h de exposicdo aos efluentes

néo-tratado e tratado e também no periodo de recuperacdo, ndo foram significativos.
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Figura 16 - Concentracdo de GSH (umolg™) em bulbos de Allium cepa expostos & &gua ndo
clorada cloro (controle negativo — CO), e aos efluentes ndo-tratado (NT) e tratado (T), nas
concentracOes de 0,1 e 100%, apés periodo de 24h e recuperacdo (24h).
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A atividade enzimatica da CAT foi alterada (aumento) significativamente nos bulbos

expostos por 24 horas a maior concentracdo (100%) dos dois efluentes, ndo-tratado e

tratado (Figura 17).
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Figura 17. Atividade enzimética da CAT (mmol de H,O, consumido min“g™®) em bulbos de

Allium cepa expostos a agua nédo clorada cloro (controle negativo — CO), e aos efluentes ndo-

tratado (NT) e tratado (T), nas concentracfes de 0,1 e 100%, ap6s periodo de 24h e recuperacao

(24h). (Q, U) — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao Controle.
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454 ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

Conforme apresentado na Figura 18, a aividade da GST se apresentou
significativamente elevada nas células meristeméticas expostas ao efluente tratado, apds 24
horas de exposicdo em relacdo ao grupo controle. O maior aumento foi observado na
concentracdo de 100% do efluente tratado (85%), seguida da concentragéo 0,1% do mesmo

efluente.
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Figura 18. Atividade enzimética da GST (nmol de CDNB conjugado ming™®) em bulbos de
Allium cepa expostos a adgua nédo clorada cloro (controle negativo — CO), e aos efluentes ndo-
tratado (NT) e tratado (T), nas concentracfes de 0,1 e 100%, ap6s periodo de 24h e recuperacao
(24h). (1, T) — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em reagdo ao Controle.
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4.6 AVALIACAO DE DANO AO DNA (TESTE COMETA)

A Figura 19 apresenta a frequiéncia de distribuicdo de cometas, diferenciados em classes
conforme a extensdo da cauda observada na corrida eletroforetica, para cada grupo analisado
(concentracdo do efluente), ao longo dos periodos de exposicdo. Os dados para 0 grupo
controle mostram a auséncia significativa de danos. Por outro lado, nos grupos expostos a
100% do efluente ndo-tratado e tratado, houve um aumento na freqiiéncia das classes de maior
dano (classes 1 e 2) em relagdo ao grupo controle. Todos os valores sdo significativos em

relacéo ao controle e quando compara-se as concentragoes dos efluentes.
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Figura 19 - Frequéncia das diferentes classes de dano de cometas observados cdulas meristeméticas
de raiz de Allium cepa expostas a agua sem cloro (CO), a 0,1 e 100% do efluente ndo-tratado e 0,1 e

100% do efluente tratado. Todos os valores sdo estatisticamente significativos em relagdo ao controle.



5 DISCUSSAO

5.1 ORGANISMO TESTE

O sstema de A. cepa foi utilizado para avaiar as variagbes, no ciclo celular,
decorrentes da acdo de agentes tdxicos presentes nos efluentes, assm como a presenca de
ateracbes celulares e cromossdmicas, oriundas de agentes genotdxicos também
possivelmente presentes nas amostras de efluentes, aém de avaliar ateracbes nos chamados
biomarcadores de estresse oxidativo (defesas antioxidantes e lipoperoxidagéo).

Conforme ja mencionado anteriormente, a escolha do organismo teste seguiu
indicacdo de outros estudos (Fiskejo, 1985; Khors et al.,1997; Rank e Nielsen, 1997, 1998;
Kovalchuck et al.,1998; Sahi et al., 1998; Grover e Kaur, 1999; Bailey et al, 2000.; Moraes e
Jorddo, 2001; Camparoto et a.; 2002; Cantagalli e Vicentini, 2002; Fernandes et al., 2002;
Hoshima et a., 2002; Rigonato e Jorddo, 2002; Moraes, et al. 2002, Eilers, et a., 2003;
Machado et al., 2003; Toledo et a., 2003; Ventura e Marin-Morales, 2003; Fatima e Ahmad,

2005) que mostraram a efetividade desse organismo na avaliagéo de mutagénese ambiental.
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5.2 ANALISE DO EFEITO CITOTOXICO (INDICE MITOTICO)

Em estudo realizado por Smaka-Kincl et al. (1996), a reducdo do indice mitético em
meristemas de raiz de cebola mostrou ser um método confiavel para determinacéo
relativamente répida de presenca de substancias citotdxicas e para monitorameto dos niveis de
poluicdo citotoxica em ambientes naturais. Segundo os autores, resultados do teste de Allium
podem indicar a presenca de certas substancias citotoxicas, genotoxicas ou mutagénicas no
ambiente, as quais apresentam riscos diretos ou indiretos para todos 0s organismos vivos.

Assim como no estudo acima citado, a andlise dos indices mitéticos (IM) também foi
utilizada como parémetro de citotoxicidade no presente estudo. Este parametro foi avaliado de
maneira comparativa com o controle negativo, ou sgja, com células de A .cepa ndo expostas

aos efluentes.

O nivel de citotoxicidade pode ser determinado pela taxa de diminuicdo do indice
mitético. A reducdo do indice mitético para valores inferiores a 50% do valor do controle
negativo causa efeitos letais nos organismos teste, enquanto uma diminuicdo menor do que
22%, usuamente tem efeitos subletais. Este nivel de 50% € chamado de valor limite de
citotoxicidade (Smaka-Kincl et al., 1996).

Para bulbos expostos ao efluente ndo-tratado em concentracdo de 0,1%, foi observada
areducdo do IM, porém, este efeito ndo foi observado para as demais concentracfes, para as
guais foram observados aumentos acentuados. Portanto, efeitos antagonicos ao longo da faixa
de concentracdo estudada foram claramente evidenciados. Este comportamento pode ser
explicado pelo fato de que o efluente € uma mistura complexa de substancias, as quais podem
ter, e este parece ser 0 caso em estudo, efeitos diferenciados sobre o parametro em avaliagéo.

Segundo Soares (2000), vérios componentes do efluente da indUstria papeleira, como
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clorofendis, incluindo fenol, 2-clorofenol, 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,6-diclorofenol,
2,4,6-triclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, pentaclorofenol, entre outros, podem inibir o
crescimento inicial das algas expostas a uma baixa concentragiio dessas substancias. E fato
bem conhecido (Soares 2000), que o efluente em estudo apresenta teores, ainda que
reduzidos — da ordem de ppb, significativos de pentaclorofenol e algumas outras substancias
com provaveis efeitos de herbicida

Nos bulbos expostos ao efluente tratado, seus IM n&o diferiram estatisticamente dos
controles dos préprios bulbos, exceto para a concentracdo de 12%, onde houve uma reducéo
significativa. A lagoa de aeracéo, tecnologia utilizada pela Klabin/Celucat para o tratamento
do efluente, tem como objetivos principais promover a diminuicdo da DBO, DBQ e alteractes
no pH. Por ser um tratamento aerdbio, provoca ateracdo significativa no estado de oxidacéo
das substancias contidas no efluente. Estudos redlizados por Yakovleva et al. (2004)
demonstraram que existe relacdo entre o estado de oxidagdo dos agentes potencialmente
genotoxicos e a toxicidade observada. Provavelmente, os efeitos dessas caracteristicas do
tratamento ndo tenham alterado significativamente os indices mit6ticos das células expostas
ao efluente tratado (exceto para a concentracdo 12%).

Quando os indices mitéticos apresentam valores superiores aos encontrados nos
controles dos préprios bulbos, significa que houve inducdo no processo de divisdo celular.
Essa inducdo pode ocasionar uma proliferagdo descontrolada das células e resultar na
formacdo de neoplasias, as quais ndo foram avaliadas no presente estudo. A reducdo dos
indices mitéticos pode, muitas vezes, comprometer o desenvolvimento e crescimento do
organismo, mostrando um efeito citotdxico.

Os dados revelam que o teste de indice mit6tico de Allium cepa L. constitui um bom
parametro de avaliagdo de citotoxicidade de efluentes e despegjos. Foi observado, em nossas

andlises, que todas as células expostas ao efluente tratado ndo tiveram uma reducdo, exceto a
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concentracdo de 12%, dos seus indices mitéticos, ao passo que para o efluente ndo tratado
alteracdes significativas foram detectadas, diferenciando assim os mesmos.

Esses dados corroboram com as citagdes de Smaka-Kincl et al., (1996), que afirmam
gue agentes contaminantes despegjados em corpos d'agua podem dlterar, reduzindo ou

aumentando, os indices mitéticos das células meristeméticas de A. cepa.

5.3 ANALISE DO EFEITO GENOTOXICO

O potencial de genotoxicidade das amostras dos efluentes foi avaliado pela freguéncia
de células aberrantes (De La Torre 1997).

Foram redlizadas andlises em sistema teste de Allium cepa L. para avdiar a
potencialidade de inducéo de efeito genotdxico de amostras de efluentes ndo-tratado e tratado
da industria papeleira Klabin/Celucat. Foram observadas, por meio de céulas em divisdo
portadoras de anormalidade, as aberracbes cromossomicas para cada tratamento realizado,
paratodas as concentragOes testadas.

As aberracbes mais freglientes, observadas nestas analises, foram: C-metafase, Ponte
anafasica e Andfase desorganizada. Observou-se a presenca de células portadoras de
interferéncia no fuso mitético (inativagcdo), as C-metéfases, em que ndo se observa a formacao
da placa equatoria organizada. Essa inativagéo levaria a formacéo de células com o dobro do

ndmero cromossdmico, caracterizando as células ditas poliplbides (Fernandes, 2002).

Com iss0, verificou-se que houve um perfil semelhante da freqiiéncia de aberragcdes

encontradas nas células expostas tanto ao efluente ndo-tratado como ao tratado.
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5.4 [INDICESDE FASES

Os indices de fases sdo sensiveis as varias modificagcBes quimicas e fisicas. Um
pequeno aumento em uma das fases pode acarretar uma queda proporcional nas outras
(Gonzélez-Fernandez, 1966).

No presente estudo, verificou-se que a proporcédo de células nos diversos estégios da
mitose foi alterada em alguns casos, quando as raizes foram submetidas ao tratamento com os
efluentes. Assim, por exemplo, na Figura 5, pode ser observado algumas ateracdes no indice
de préfase. As alteracOes nas fases mitéticas ndo foram proporcionalmente iguais em todas as
fases e poderiam estar relacionadas a possiveis modificacBes fisioldgicas/bioquimicas
celulares no periodo entre as divisdes da mesma, as quais podem promover um atraso na
entrada das células em divisdo, ocasionando baixos indices mitéticos ou, um adiantamento na
divisdo celular, gerando indices mit6ticos mais elevados do que os do controle. Estas
alteracbes nos indices de fase também podem estar relacionadas a producdo de freqiiéncias
elevadas de aberracdes celulares em um estagio especifico do ciclo celular ou a ateracdes
fisiologicas celulares especificas de determinadas etapas do ciclo (De LaTorre et a., 1980).

Analisando os casos em que ocorreu ateracdo significativa da atividade proliferativa,
observou-se que, tanto a reducdo quanto o aumento dos IM, ndo foram acompanhadas, na
maioria dos casos, por uma gqueda na fregiiéncia relativa de células em uma ou mais fases e
por um correspondente aumento na fregiéncia de células em outros estagios determinados do
ciclo celular, e que este efeito ndo se mostrou igualmente distribuido por todas as fases.

As células expostas ao efluente tratado na concentracdo de 12% nos periodos de 24,
72h e recuperacdo, também tiveram seu IM reduzido ao limite de citotoxicidade.

Com todos esses resultados, verifica-se que houve uma fase especifica da mitose que

foi preferencialmente atingida pela acdo do efluente ndo-tratado, a profase. Para o tratado, a
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fase mais atingida foi a metéfase. Ha indicios para supor que 0os componentes destas misturas
complexas que congtituem os efluentes, tiveram como avo de sua acdo tdxica eventos

diferentes da mitose.

55 FREQUENCIA DE ABERRACOES

Nos bulbos expostos ao efluente ndo-tratado, as freqliéncias de células com aberragdes
foram dltas nas concentragdes de 50 e 100% no periodo de 24h de exposicdo e também em
72h e recuperacdo na concentracdo de 100%, sugerindo uma relagdo concentragdo-

dependente.

Quando os resultados obtidos a partir dos tratamentos com o efluente tratado,
concentraces de 50 e 100%, no periodo de 24h de exposicdo, foram comparados com o
tempo de exposicdo Oh e com o grupo controle 24h, verificou-se diferencas significativas.
Essa(s) diferenca(s) estatisticamente significativas em relagdo ao tempo zero hora e com o
grupo controle também foi observada em relacdo ao efluente tratado, na mesma concentracéo
(50%) e no mesmo tempo de exposicdo (24h). Apds o tratamento crénico (72h) com o
efluente tratado (50%), verificou-se o mesmo fato comparando-se os resultados com os

encontrados no tempo zero hora de exposi¢éo.

No entanto, é importante destacar que apds exposicdo com o efluente tratado (100%)
no tempo de 24h, o indice mitético ndo foi alterado e as frequéncias de células aberrantes
mostraram-se  significativamente altas. Esta Ultima observacdo nos levaria a supor que muitas

células afetadas teriam sido impedidas de passar para a fase mitética do ciclo, cuja
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consegiéncia légica seria a reducdo do indice mitético. Portanto, neste ponto, os dados
produzidos ndo nos permitem fazer uma clara correlagdo entre 0s processos ocorridos.

Estudos complementares s80 necessarios.

Por outro lado, a mesma concentracdo do mesmo efluente, no periodo de exposicéo de
72h, apresentou alta freqiéncia de aberracbes cromossomicas em relacéo ao tempo Oh e ao
controle 72h. O mesmo fato foi observado nas células expostas ao periodo de recuperacdo em

relacéo ao controle recuperagéo.

5.6 TIPOS DE ABERRACOES

As aberragdes mais freqlientes ndo foram especificas por tratamento. De um modo
geral, as C-metafases foram mais freqlientes nas células expostas ao efluente ndo-tratado; ja
as pontes anafasicas foram mais observadas nas células expostas ao efluente tratado. As
anédfases desorganizadas foram encontradas de um modo igual nas células expostas a ambos
efluentes.

Segundo Fiskeg0 (1993), quebras cromossomicas podem causar fragmentos e pontes
anafasicas, a Ultima sendo originada por trandocagdes ou simplesmente por terminacdes
coesivas. Uma ponte anafésica pode resultar, segundo Hall (1994), de quebras que ocorrem no
periodo G2 do ciclo celular, apbs a replicacdo cromossdmica. As quebras podem ocorrer em
ambas as croméides do mesmo cromossomo e as terminagcdes coesivas podem se unir
incorretamente para formar uma unido entre as crométides irmés. Na anéfase, quando os dois

conjuntos cromossdmicos movem-se para pélos opostos, a por¢cdo da cromatina entre os dois
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centrébmeros estende-se até o outro lado da célula entre os pélos, impedindo (ou atrasando) a
separacdo das duas células filhas. Os dois fragmentos resultantes das quebras ocorridas em
ambas as crométides podem se unir, mas, uma vez que ndo ha centrbmero, eles provavelmente
se perderdo na primeira mitose. Este tipo de aberracdo ocorre em células humanas e €

essencialmente letal (Giacomelli, 1999).

Os micronucleos (MN) sdo originados de fragmentos acéntricos ou tardios, os quais
sdo excluidos do préprio nicleo durante a mitose. |nimeros agentes quimicos séo conhecidos
por induzirem a formacdo de MN através de disturbios do fuso ou de quebra cromossdmica.
Os MN sdo revelados na geracéo subseqliente em células na interfase ou profase (células F1).
Desde que os MN sdo formados nas céulas interfasicas da F1, uma contagem eficiente ndo é
feita em células meristematicas em mitose. Desta forma, para contagem de micronicleos em
raizes, é necessario um longo tempo de recuperacdo envolvendo dois ciclos de mitose apds o
tratamento. Isto é determinado para a obtencdo do dano cromossdmico maximo produzido na
interfase (G1, S, G2) das células meristeméticas e que, depois, torna-se MN na populacéo de
células F1. De uma forma geral, o desenvolvimento das raizes € iniciado no apice da raiz por
divisdes mitéticas na regido meristemética (aproximadamente 1mm de comprimento acima da
coifa da raiz) e as células da F1 movem-se para cima proporcionando um alongamento da

estruturadaraiz (Maet a., 1995).

Neste presente estudo, em funcdo do tamanho da porcéo da ponta da raiz tomada para
0 preparo das laminas citoldgicas, seguramente, foram analisadas as células meristematicas
pertencentes a geracdo F1. Ainda assim, MN ndo foram observados apds exposicdo das
diferentes concentragcdes dos dois efluentes nos tempos de exposicdo. Ndo € possivel definir
se a auséncia de MN esteve relacionada com as propriedades das amostras analisadas ou com
a inespecificidade do protocolo experimental, que ndo foi proposto especificamente para este

fim.
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Segundo Rank e Nielsen (1997), a contagem de MN em céulas interfasicas ndo
adiciona nenhuma informagdo sobre clastogenicidade quando apenas comparada com
registros de aberrages cromossdmicas em células ana-telofasicas. Além disso, a utilizacdo de
aberragbes cromossOmicas tem a vantagem de fornecer informagdo tanto sobre

clastogenicidade como sobre os efeitos no fuso mitético.

Compreende-se por anafase desorganizada o fato dos cromossomos dirigirem-se
isoladamente aos polos da célula, como se ndo estivessem ligadas a0 fuso mitético. Esta
alteracdo mostrou-se mais fregliente nas células expostas as concentracdes 12, 50 e 100% do
efluente tratado. A andfase desorganizada € sinal de malformacdo ou inativagéo parcia do

fuso mitético.

Segundo Odeigah et a. (1997), a C-metéfase € uma indicagdo de fraco efeito toxico,
podendo ser reversivel. Em todas as C-metafases, o fuso nuclear € inativado, significando que
nenhuma placa equatorial torna-se organizada e que a divisdo do centrébmero é atrasada.
Sendo assim, um tratamento C-metafasico continuo conduzird ao dobro de cromossomos nas

células que passam por mitose durante o tratamento.

5.7 ESTRESSE OXIDATIVO

S0 utilizados biomarcadores de defesa oxidante como a glutationa reduzida (GSH),
as enzimas catalase (CAT) e glutationa s-transferase e a lipoperoxidagdo (TBARS) para o

biomonitoramento de poluentes (GST) (Wilhelm-Filho, 2001; Fatima e Ahmad, 2005).
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A determinacdo das substanciass que reagem com o acido tiobarbitarico (TBARS) é
uma medida indireta do processo de peroxidacdo que ocorre nos lipidios das membranas
celulares, principalmente nos acidos graxos poliinsaturados, por serem mais susceptiveis ao
ataque oxidativo das EROs. Dentre os perdxidos de lipideos formados que reagem com o
TBA, destaca-se majoritariamente o malondealdeido, embora outros adeidos e compostos
como aclcar, aminoacidos e hilirrubina podem reagir também com o TBA (Meagher e
Fitzgerald, 2000).

No presente trabalho, os niveis de TBARS verificados tanto nos bulbos expostos as
concentragOes de 0,1 e 100% do efluente ndo-tratado como em 100% do efluente tratado
durante 24 horas mostraram-se significativamente elevados (Figura 13). Decorridas 24 horas
em agua desclorada, apds a permanéncia em contato com os efluentes, o dano tecidual nesses
bulbos foi reduzido e os niveis de TBARS n&o apresentaram diferencas significativas com
relacdo ao grupo controle. A auséncia de dano apds o periodo de recuperacdo, poderia
provavelmente constituir uma resposta adaptativa dos bulbos expostos a um periodo de tempo
maior ou pela auséncia do contato direto com os efluentes, refletida na propria depuracdo dos
bulbos associada a elevacdo das defesas antioxidantes, como a elevacdo das GSH e das
enzimas citoprotetivas (CAT e GST). Observando a Figura 15, fica claro que ndo houve
diferencas entre o tipo e a concentracdo do efluente, pois os niveis de TBARS foram altos em
ambos efluentes e ambas concentragdes.

A alteracdo nas defesas antioxidantes representa um mecanismo de defesa celular para
combater a toxicidade das EROs e que tem sido muito usada em vé&rios estudos para
determinar a toxicidade dos poluentes (Wilhelm Filho, 1996). A GSH ¢é o principa tiol ndo
protéico associado a uma variedade de funcdes celulares. Dentre essas fungdes, duas estéo
envolvidas na detoxificagdo, como na conjugacdo com intermediarios eletrofilicos,

principalmente via atividade da GST na fase |1 da biotransformacéo e participando como um
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importante antioxidante pela neutralizagdo direta, ndo enzimética, de metabdlitos reativos
(Gallagher e Di Giulio, 1992.). Por outro lado, existe uma consistente correlacdo entre o
elevado nivel de GSH enddgena e a protecdo contra exposicéo a xenobidticos, incluindo os
derivados da industria papeleira ( Wilhelm-Filho et al., 1997; Fatima e Ahmad, 2005).

Os resultados mostraram que o nivel de GSH sofreu um aumento em relacdo ao
controle para todas as condi¢des avaliadas (Figura 16).

No presente estudo, os niveis de GSH e a concentragdo de TBARS mostraram uma
correlacéo diretamente proporcional, ou sga, enquanto os niveis de TBARS estiveram
elevados durante as 24 horas de exposicao, o conteldo de GSH sofreu ateragdo significativa
nos mesmos periodos. 1sso indica que 0 mecanismo de defesa celular através do aumento da
GSH néo foi suficiente para compensar a toxicidade oriunda da exposicdo. Este fato pode
contribuir para explicar os danos observados pela exposicao aos efluentes.

Também a atividade enzimética da CAT foi aumentada significativamente nos bulbos
expostos aos efluentes de papel e celulose, principalmente na maior concentragdo, tanto do
efluente ndo-tratado, como do efluente tratado, sendo que a concentracdo de 0,1% deste
ultimo ndo sofreu aumento (Figura 17). O aumento da atividade da CAT sugere a presenca de
compostos toxicos nos efluentes que tenham favorecido mecanismos bioquimicos de
formacdo de perdxido de hidrogénio. Tal condicdo pode potenciadizar a producdo do radical
hidroxil, via reacdo de Haber-Weiss (Fatima e Ahmad, 2005).

Portanto, este aumento progressivo da atividade enzimatica poderia estar relacionado
com uma resposta adaptativa do bulbo frente a uma exposicdo continuada aos poluentes
téxicos dos efluentes de papel e celulose. De forma semelhante, no peixe Channa punctatus
exposto a 1% do efluente da indUstria de papel, a atividade da CAT esteve aumentada, com
relacdo ao controle, apés 60 e 90 dias de exposicdo (Ahmad et a., 2000). Resultados

anteriores obtidos em nossos laboratérios indicaram que o efluente em estudo promove a
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producdo de estresse oxidativo em peixes (tilgpia) e que a inducdo de niveis mais elevados de
CAT constitui um mecanismo de defesa importante (Wilhelm-Filho et a., 1997).

O aumento concomitante das atividades da CAT frente a exposicdo por poluentes que
induzem estresse oxidativo também tem sido demonstrado por outros trabalhos. Sirgj e Rani
(2003) observaram que as atividades da CAT e SOD estavam aumentadas no figado de
tildpias expostas durante 7, 15 e 30 dias a concentracdo sub-letal de c&dmio. O aumento da
CAT também foi observado por Wilhelm et al. (1997)0 em tildpias expostas aos efluentes de
papel e celulose utilizados neste trabalho. Entretanto, Fatima e Ahmad (2005) observaram
valores de CAT proximos ao do controle em células meristeméticas de cebola expostas a
metais pesados.

As GSTs tém sido reportadas como biomarcadores para avaiar o impacto ambiental
de compostos organicos que geram estresse oxidativo, aém de estarem envolvidas na
detoxificacdo de xenobidticos e de seus metabdlitos reativos (Di Giulio et a., 1995). A
atividade da GST esteve aumentada significativamente (Figura 18) nos bulbos expostos as
concentracbes 0,1 e 100% do efluente tratado, apds 24 horas de exposicdo, sugerindo a
existéncia de processos oxidativos de biotransformacéo, particularmente fase |, com a geragcéo
de metabolitos reativos.

Da mesma forma, € possivel que o aumento da atividade da GST, ap0s exposi¢ao aos
efluentes de papel e celulose, deva-se a participacdo desta enzima na manutencdo celular das
defesas antioxidantes. Como salientado por Stephensen et a. (2002), embora as GSTs ndo
sgjam enzimas relacionadas diretamente com a defesa antioxidante celular, elas contribuem
indiretamente com esse mecanismo, uma vez que podem conjugar GSH a produtos gerados
durante a lipoperoxidacdo das membranas. Neste sentido, é importante ressaltar que a
inducéo da GST coincidiu com o aumento dos hiveis de GSH observado no mesmo periodo

nesses animais. Esse aumento da atividade da GST com a concomitante elevacdo dos niveis
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da GSH tem sido demonstrado em outros trabahos utilizando peixes (Wilhelm Filho, 1997;
Pandey et al.; 2003; Sayeed et al., 2003).

Nos bulbos em periodo de recuperacdo anteriormente expostos as concentracdes 0,1%
e 100% de ambos os efluentes (exceto a concentracdo 100% do efluente ndo-tratado),
observou-se um aumento de GST em relacdo ao periodo de 24 horas, sugerindo que aretirada
do organismo do contato com o xenobidtico ndo é suficiente para diminuir a producéo de
metabdlitos reativos ou ndo constitui tempo suficiente para afetar os mecanismos de controle
da inducéo/producéo da enzima, apesar de ndo se estar medindo a expressdo da enzima e sm,

asua atividade.

5.8 DANOSAO DNA

As principais espécies reativas de oxigénio (énion superdxido, o peréxido de
hidrogénio, e o radical hidroxil) podem potencialmente atacar qualquer estrutura celular ou
molécula. Contudo, com respeito ao envelhecimento e o cancer, o DNA é considerado o
principal alvo de atague. A modificagdo oxidativa das bases do DNA pode resultar em
mutacdo, ao passo que a oxidacdo das unidades de desoxirribose pode induzir a liberagdo de
bases ou quebra nas fitas de DNA (Zwart et al., 1999).

Neste estudo houve uma maior fregqiiéncia das classes 1 e 2 nas células meristeméticas
de raiz de Allium cepa (Figura 19) expostas por 24h ao efluente tratado concentrado (100%),

guando comparado ao controle negativo, o que significou umamaior fragmentacdo do DNA.
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Claxton e colaboradores (1998), numa peguena revisdo, mencionaram estudos onde o
tratamento de efluente da indlstria de polpa e papel de celulose, em lagoas de aeracéo,
conseguiu reduzir ou eliminar a genotoxicidade desse efluente ap6s o tratamento. Contudo,
em muitos outros casos, conforme citado pelos autores, o processo de remediacéo pode elevar
a genotoxicidade de certos efluentes. Por exemplo, a biorremediacdo de dleo cri usando

certas espécies de fungos, aumentou o potencial genotoxico do 6leo, ao invés de diminui-lo.

No presente estudo, embora ainda sgjam necessérios estudos complementares, existem
evidéncias suficientes para supor uma possivel participacdo de EROs nos processos de
toxicidade observados, apesar de que ndo foram detectadas as classes 3 e 4, representativas de

maior dano ao DNA.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

e O indice mitético pode ser usado como um eficiente par@metro para a avdiacdo do

potencial de citotoxicidade de efluentes.

e As atividades proliferativas das células expostas as concentractes 12, 50 e 100% do
efluente ndo-tratado mostraram-se significativamente elevadas em todos os tempos de
exposicdo, indicando uma maior proliferacéo celular, podendo resultar na formagéo de

neoplasias.

e As atividades proliferativas das células mostraram-se reduzidas apés 24, 72h de
exposicdo ao efluente tratado na concentracdo de 12%, assim como has céulas
expostas ao efluente ndo-tratado, na concentragéo de 0,1%, indicando uma disfuncéo

do controle do ciclo celular.

e Aparentemente, a fase do ciclo mittico mais atingida pelo efluente ndo-tratado foi a
préfase, e para o efluente tratado, a metafase, resultados que estédo de acordo com

aqueles existentes na literatura.

e Asfreqiiéncias de células aberrantes foram atas nas células meristeméaticas de raiz de

Allium cepa expostas aguda (24h) e sub-cronicamente (72h) aos efluentes ndo tratado
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e tratado nas concentragdes de 50 e 100%, sugerindo um claro efeito concentragéo-

dependente.

As C-metéfases, pontes anafésicas e andfases desorganizadas foram os tipos de
aberracbes encontradas em células expostas tanto no efluente ndo-tratado como no
tratado, revelando que o tratamento industrial ndo evitou o surgimento destes tipos de

alteracoes.

As freguéncias de aberragcdes resultantes de quebras cromossdomicas e, portanto,
irreversiveis, foram maiores nas células expostas ao efluente tratado do que naquelas
expostas ao efluente ndo-tratado sugerindo que o tratamento utilizado pela industria

néo foi eficaz para evitar 0 aparecimento destas aberracoes.

A determinacéo dos niveis de TBARS e GSH e a inducéo das enzimas citoprotetivas
(CAT e GST) mostraram ser ferramentas bastante Uteis e sensiveis no diagndstico de
agentes poluidores, mas ndo permitiu uma clara distincdo entre os efluentes néo-
tratado e tratado. Os niveis de TBARS e GSH, ap6s 24h de recuperacéo voltaram aos
do controles, enquanto que as enzimas mantiveram niveis semelhantes a exposicao de

24h.

As duas concentracdo (0,1 e 100%) de ambos os efluentes apresentaram cometas
(dano ao DNA) de classe 1 e a concentracéo de 100% do efluente tratado apresentou
cometas de classe 2, indicando um maior efeito genotdxico, apesar de que as classes 3
e 4, indicadoras de maior fragmentacdo do DNA, ndo foram detectadas, indicando

uma menos sensibilidade do teste.
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O organismo hioindicador (Allium cepa) selecionado para avaliagdo da toxicidade,
genotoxicidade e estresse oxidativo dos efluentes de papel e celulose demonstra ser
um bom indicador da qualidade dos efluentes avaliados, uma vez que foram capazes
de detectar o grau de toxicidade do efluente em diferentes concentragdes, bem como

de diferenciar a toxicidade de um efluente ndo-tratado e tratado.

Evidentemente que a mesma abordagem pode ser aplicada a populagdes humanas
suspeitas de exposicdo a agentes citotoxicos e genotdxicos, e isso é até desgavel. No
entanto, os resultados preliminares obtidos com o organismo utilizado neste trabalho
permitem uma previsdo, para ndo falar em extrapolacdo, do que pode acontecer ou
estar acontecendo com o materia genético das populagdes humanas. Portanto, a
utilizacdo dessa Ultima abordagem permite postergar o estudo de populacdes humanas
para um momento em que o0s resultados preliminares com 0s organismos aqui
utilizados sugerirem um perigo real de citotoxicidade, genotoxicidade e estresse

oxidativo e ndo apenas uma suspeita de risco.
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ANEXO A

Ilustracéo 2: ponto de despegjo do efluente tratado da indUstria Klabin/Celucat no Rio Canoas (SC).



llustracdo 3 — C-metafase

!

-

Ilustracéo 4 — Ponte anafasica

Ilustracdo 5 — Anéfase desorganizada
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ANEXO B

TABELA | — Valores médios de indices mitéticos e freqiéncia de cdlulas aberrantes — F.C.A. (com
seus respectivos desvios padrfes) em cada bulbo, a zero hora de exposicdo com: CO - controle
negativo; NT — efluente tratado, nas concentragbes de 0,1, 12, 50 e 100%. 1000 cdulas/bulbo
analisadas.

CONTROLE/TRATAMENTO .M. (%) F.CA. (%)
CO-1 7,1+2,30 0,1+0,04
CO-2 6,9+2,32 0,0+0,03
CO-3 12,6+2,88 0,0+0,03
CO-4 8,1+2,26 0,0+0,03
CO-5 6,4+2,37 0,0+0,03

NT 0,1%- 6 7,0+0,52 0,1+0,08
NT 0,1% -7 6,6+0,52 0,0+0,09
NT 0,1%- 8 4,6+0,53 0,0+0,08
NT 0,1%-9 4,7+0,55 0,0+0,08
NT 0,1% - 10 4,8+0,50 0,0+0,08
NT 12%- 11 1,5+1,40 0,1+0,05
NT 12% - 12 1,7£1,45 0,0+0,04
NT 12%- 13 2,5+1,22 0,1+0,04
NT 12%- 14 2,1+1,23 0,1+0,04
NT 12%- 15 2,0+1,22 0,0+0,04
NT50% - 16 1,1+0,98 0,0+0,04
NT50% - 17 1,5+0,98 0,0+0,04
NT50% - 18 1,1+0,94 0,0+0,04
NT50% - 19 2,1+0,91 0,1+0,05
NT50% - 20 1,2+0,93 0,1+0,10
NT 100% - 21 1,8+0,44 0,2+0,08
NT 100% - 22 3,6+0,44 0,0+0,08
NT 100% - 23 2,5+0,39 0,0+0,08
NT 100% - 24 2,8+0,38 0,0+0,08

NT 100% - 25 2,8+0,38 0,0+0,08
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TABELA 1l — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdlulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, aps 24h de exposicdo com: CO - controle negativo;
NT — efluente tratado, nas concentragfes de 0,1, 12, 50 e 100%. 1000 células/bulbo analisadas.

CONTROLE/TRATAMENTO .M. (%) F.CA. (%)
CO-1 9,1+2,85 0,1+0,04
CO-2 11,9+3,30 0,0+0,03
CO-3 4,5+3,04 0,0+0,03
CO-4 7,5+2,78 0,0+0,03
CO-5 4,7+3,01 0,0+0,03

NT 0,1% - 6 3,9+1,18 0,0+0,05
NT 0,1%- 7 4,4+1,17 0,1+0,05
NT 0,1% - 8 2,2+1,28 0,0+0,05
NT 0,1%- 9 3,3+1,38 0,1+0,05
NT 0,1% - 10 4,0+1,15 0,1+0,05
NT 12% - 11 2,3+0,67 0,0£0,12
NT 12% - 12 2,1+0,65 0,3+0,11
NT 12% - 13 2,7+0,69 0,3+0,12
NT 12% - 14 1,7+0,73 0,0£0,13
NT 12% - 15 2,0£0,73 0,0£0,12
NT50% - 16 3,5+1,07 0,3+0,20
NT50% - 17 4,6+0,97 0,6+0,21
NT50% - 18 2,8+1,10 0,640,26
NT50% - 19 1,8+1,03 0,2+0,21
NT50% - 20 4,5+1,01 0,2+0,22
NT 100% - 21 5,4+1,18 0,9+0,29
NT 100% - 22 3,2+0,96 0,6+0,28
NT 100% - 23 2,2+0,99 0,3+0,33
NT 100% - 24 3,7+0,96 0,4+0,35

NT 100% - 25 5,8+1,03 0,3+0,28
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TABELA |1l — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, ap6s 72h de exposicdo com: CO - controle negativo;
NT — efluente tratado, nas concentragfes de 0,1, 12, 50 e 100%. 1000 células/bulbo analisadas.

CONTROLE/TRATAMENTO .M. (%) F.CA. (%)
CO-1 6,9+1,49 0,2+0,10
CO-2 7,5+1,51 0,0+0,08
CO-3 9,3+1,77 0,0+0,08
CO-4 4,7+1,75 0,0+0,08
CO-5 6,4+1,51 0,0+0,08

NT 0,1%- 6 3,2+0,78 0,0+0,15
NT 0,1%- 7 1,5+0,70 0,1+0,13
NT 0,1% - 8 3,2+0,70 0,3+0,13
NT 0,1%-9 2,6+0,67 0,0+0,13
NT 0,1% - 10 5,1+0,65 0,1+0,13
NT 12%- 11 2,8+1,50 0,3+0,20
NT 12% - 12 2,6+1,59 0,2+0,16
NT 12%- 13 2,4+1,36 0,2+0,16
NT 12%- 14 1,0+1,40 0,0+0,18
NT 12%- 15 3,1+1,41 0,1+0,17
NT50% - 16 2,7+1,37 0,1+0,17
NT50% - 17 3,1+1,44 0,0+0,19
NT50% - 18 2,7+1,44 0,4+0,17
NT50% - 19 3,8+1,40 0,4+0,17
NT50% - 20 3,1+1,32 0,4+0,20
NT 100% - 21 6,1+1,16 0,6+0,29
NT 100% - 22 6,8+1,30 0,6+0,28
NT 100% - 23 6,0+1,23 0,5+0,33
NT 100% - 24 5,8+1,23 0,2+0,35

NT 100% - 25 5,1+1,32 0,3+0,28
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TABELA IV — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, ap6s periodo de recuperacdo em agua por 24h.: CO -
controle negativo; NT — efluente tratado, nas concentragdes de 0,1, 12, 50 e 100%. 1000 cdulas/bulbo
analisadas.

CONTROLE/TRATAMENTO .M. (%) F.CA. (%)
CO-1 8,1+1,66 0,1+0,05
CO-2 9,3+1,76 0,0+0,04
CO-3 4,6+2,12 0,0+0,04
CO-4 8,6+1,70 0,0+0,04
CO-5 8,6+1,70 0,0+0,04

NT 0,1%- 6 1,8+1,23 0,0+0,08
NT 0,1%- 7 3,4+1,01 0,2+0,09
NT 0,1%- 8 4,4+1,08 0,0+0,08
NT 0,1%-9 3,3+1,02 0,1+0,08
NT 0,1% - 10 4,7+1,12 0,0+0,08
NT 12%- 11 2,6+0,77 0,2+0,10
NT 12% - 12 2,2+0,81 0,0+0,08
NT 12%- 13 2,2+0,81 0,0+0,08
NT 12%- 14 3,9+0,85 0,0+0,08
NT 12%- 15 3,8+0,85 0,0+0,08
NT50% - 16 3,5+0,74 0,1+0,16
NT50% - 17 4,0+0,69 0,2+0,15
NT50% - 18 3,6+0,73 0,5+0,17
NT50% - 19 5,1+0,76 0,4+0,15
NT50% - 20 5,0+0,75 0,2+0,15
NT 100% - 21 5,2+0,47 0,4+0,16
NT 100% - 22 4,9+0,48 0,6+0,16
NT 100% - 23 6,0+0,57 0,2+0,19
NT 100% - 24 5,3+0,47 0,2+0,16

NT 100% - 25 4,6+0,53 0,2+0,16
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TABELA V — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
seus respectivos desvios padrGes) em cada bulbo, a zero hora de exposicdo com: CO - controle
negativo; T — efluente tratado, nas concentragdes de 0,1, 12, 50 e 100%. Foram analisadas 1000
céulas/bulbo.

FREQUENCIA CELS.

TRATAMENTOS INDICE MITOTICO (%) ABERRANTES (%)
CO-1 7,1+2,30 0,1+0,04
CO-2 6,9+2,32 0,0£0,03
CO-3 12,6+2,88 0,0£0,03
CO-4 8,1+2,26 0,0£0,03
CO-5 6,4+2,37 0,0£0,03

T01%-6 3,620,52 0,00,08
T01%-7 3,620,52 0,2+0,09
T0,1%-8 4,60,55 0,00,08
T0,1%-9 4,7+0,55 0,1+0,08
T0,1%- 10 3,8+0,49 0,00,08
T12%- 11 4,1+1,40 0,1+0,04
T12%- 12 7,8+1,46 0,0£0,00
T 12%- 13 5,4+1,22 0,0£0,00
T 12% - 14 6,3+1,23 0,0£0,00
T 12%- 15 5,5+1,22 0,0£0,00
T50% - 16 4,5+0,98 0,0£0,00
T50% - 17 4,5+0,98 0,0£0,00
T50% - 18 2,6+0,94 0,0£0,00
T50% - 19 2,8+0,92 0,1+0,00
T50% - 20 2,7+0,93 0,0+£0,04
T 100% - 21 3,0£0,44 0,2+0,10
T 100% - 22 4,1+0,43 0,0+0,08
T 100% - 23 3,3+0,39 0,0+0,08
T 100% - 24 3,7+0,38 0,0+0,08

T 100% - 25 3,7+0,38 0,0+0,08
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TABELA VI — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, apts 24h de exposicdo com: CO - controle negativo;
T — efluente tratado, nas concentracfes de 0,1, 12, 50 e 100%. Foram analisadas 1000 células/bulbo.

FREQUENCIA CELS.

TRATAMENTOS INDICE MITOTICO (%) ABERRANTES (%)
CO-1 9,1+2,85 0,1+0,04
CO-2 11,9+3,30 0,0£0,03
CO-3 4,5+3,04 0,0£0,03
CO-4 7,5+2,78 0,0£0,03
CO-5 4,7+3,01 0,0£0,03

T0,1%-6 2,7+1,18 0,1+0,54
T01%-7 4,0+1,17 0,0£0,51
T0,1%-8 2,0+1,28 0,0£0,51
T01%-9 5,3+1,38 0,1+0,54
T0,1%- 10 3,0+1,15 0,0£0,51
T12%- 11 3,1+0,67 0,10,12
T12%- 12 2,8+0,65 0,2+0,11
T 12%- 13 2,0£0,69 0,3+0,12
T 12% - 14 1,8+0,73 0,0£0,13
T 12%- 15 3,5¢0,73 0,3+0,12
T50% - 16 4,9+1,07 0,4+0,20
T50% - 17 4,0+0,97 0,3+0,21
T50% - 18 2,4+1,10 0,8+0,26
T50% - 19 2,8+1,03 0,3+0,21
T50% - 20 4,5+1,01 0,2+0,22
T 100% - 21 1,4+1,18 0,6%0,0,29
T 100% - 22 2,8+0,96 0,5+0,28
T 100% - 23 3,8+0,99 0,9+0,33
T 100% - 24 3,4+0,96 0,00,35

T 100% - 25 4,1+1,03 0,5+0,28
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TABELA VIl — Valores médios de indices mitéticos e fregiiéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, apés 72h de exposicdo com: CO - controle negativo;
T — efluente tratado, nas concentragfes de 0,1, 12, 50 e 100%. Foram analisadas 1000 células/bulbo.

FREQUENCIA CELS.

TRATAMENTOS INDICE MITOTICO (%) ABERRANTES (%)
CO-1 6,9+1,49 0,2+0,10
CO-2 7,5+v1,51 0,00,08
CO-3 9,3+1,77 0,00,08
CO-4 4,7+1,75 0,00,08
CO-5 6,4+1,51 0,00,08

T0,1%-6 5,1+0,78 0,3+0,15
T01%-7 3,4+0,70 0,0£0,13
T01%-8 3,4+0,70 0,0£0,13
T0,1%-9 4,4+v0,67 0,2+0,13
T 0,1%- 10 3,8+v0,65 0,0£0,13
T12%-11 4,8+v1,50 0,5+0,20
T12%- 12 1,1+1,59 0,2+0,16
T 12%- 13 3,6+1,36 0,2+0,16
T 12% - 14 2,2+1,40 0,00,18
T 12%- 15 4,2+1,41 0,10,17
T50% - 16 4,8+1,37 0,2+0,17
T50% - 17 2,1%1,44 0,10,19
T50% - 18 2,1%1,44 0,4+0,17
T50% - 19 5,0+1,40 0,30,17
T50% - 20 4,3+1,32 0,6%0,20
T 100% - 21 4,1+1,61 0,6+0,30
T 100% - 22 5,4+1,30 0,5+0,29
T 100% - 23 5,0+1,23 0,9+0,33
T 100% - 24 2,9+1,24 0,00,35

T 100% - 25 2,4+1,32 0,5+0,29
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TABELA VIII — Valores médios de indices mitéticos e freqliéncia de cdulas aberrantes — F.C.A. (com
Seus respectivos desvios padrdes) em cada bulbo, ap6s periodo de recuperacdo em agua por 24h. CO -
controle negativo; T — efluente tratado, nas concentragdes de 0,1, 12, 50 e 100%. Foram analisadas
1000 céulas/bulbo.

FREQUENCIA CELS.

TRATAMENTOS INDICE MITOTICO (%) ABERRANTES (%)
CO-1 8,1+1,66 0,1%0,05
CO-2 9,3+1,76 0,0+£0,04
CO-3 4,6+2,12 0,0+0,04
CO-4 8,6+1,70 0,0+£0,04
CO-5 8,6+1,70 0,0+£0,04

T01%-6 5,8+0,79 0,0£0,13
T01%-7 4,9+0,78 0,0£0,13
T0,1%-8 5,0£0,77 0,3+0,15
T01%-9 4,3+0,67 0,0£0,13
T 0,1% - 10 6,5+0,90 0,2+0,13
T12%- 11 4,8+0,78 0,1+0,08
T12%- 12 4,2+0,76 0,0£0,08
T 12%- 13 4,2+0,76 0,2+0,09
T 12% - 14 3,1+0,91 0,0+0,08
T 12%- 15 5,4+0,87 0,0+0,08
T50% - 16 5,6+1,74 0,1+0,08
T50% - 17 6,0+1,80 0,2+0,09
T50% - 18 3,7+1,62 0,0£0,09
T50% - 19 3,2+1,65 0,2+0,09
T50% - 20 1,6+1,89 0,0£0,09
T 100% - 21 1,4+2,43 0,00,30
T 100% - 22 5,7+2,18 0,7+0,32
T 100% - 23 6,9+2,35 0,5+0,28
T 100% - 24 5,42+2,16 0,3+0,27

T 100% - 25 2,3+2,27 0,0+0,30
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TABELA IX - Valores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, apés exposicao a
agua nao clorada (controle negativo), nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacéo (REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE
TOS

OH-1 71 19 23 13 16
OH-2 69 28 17 13 11
OH-3 126 41 50 19 16
OH-4 81 17 29 21 14
OH-5 64 25 16 14 09
24H -1 91 48 19 09 15
24H - 2 119 65 23 24 07
24H -3 45 29 09 05 02
24H -4 75 37 16 09 13
24H -5 47 16 21 06 04
72H-1 69 26 21 09 13
T2H -2 75 a7 12 06 10
72H -3 93 41 23 11 18
72H -4 47 18 20 05 04
72H-5 69 20 21 15 08
REC-1 81 33 15 10 22
REC -2 93 50 18 14 11
REC -3 46 11 11 08 16
REC-4 86 40 22 13 11

REC -5 86 34 21 13 18
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TABELA X - Valores absolutos para célculo dos indices de fases em cada bulbo, apds exposicao ao

efluente ndo-tratado, concentracdo 0,1%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacéo

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH -1 70 31 14 14 11
OH - 2 66 15 28 17 06
OH - 3 46 30 08 05 03
OH -4 47 14 14 09 10
OH-5 48 20 16 07 05
24H - 1 39 09 13 09 08
24H - 2 44 06 16 11 1
24H -3 22 09 12 00 01
24H — 4 33 09 12 08 04
24H -5 40 08 16 10 06
72H -1 32 18 05 07 02
72H -2 15 06 04 01 04
72H -3 32 13 10 05 04
72H - 4 26 05 14 02 05
72H -5 51 19 19 10 03
REC- 1 18 00 11 05 02
REC -2 34 07 12 10 05
REC -3 44 01 22 09 12
REC -4 33 06 15 06 06
REC-5 47 20 15 07 05
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TABELA XI - Valores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, ap6s exposicéo ao

efluente ndo tratado, concentracdo de 12%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacgéo

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 15 07 03 05 00
OH-2 27 05 05 07 00
OH-3 25 09 05 09 02
OH-4 21 13 04 03 01
OH-5 20 11 08 01 00
24H -1 23 05 09 05 04
24H - 2 21 02 09 04 06
24H -3 27 07 13 03 04
24H -4 17 02 03 04 08
24H -5 20 03 12 02 03
72H-1 28 08 07 06 07
72H -2 26 08 13 01 04
72H -3 24 10 08 03 03
72H -4 10 04 03 03 00
72H-5 31 08 11 08 04
REC-1 26 13 05 07 01
REC -2 22 12 09 00 01
REC -3 22 06 15 00 01
REC -4 39 15 10 06 08
REC -5 38 05 11 16 06
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TABELA XII - Valores absolutos para célculo dos indices de fases em cada bulbo, apés exposicéo ao

efluente ndo tratado, concentracdo de 50%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacéo

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 11 03 01 02 05
OH-2 15 00 09 01 05
OH-3 11 01 06 03 01
OH-4 21 04 08 05 04
OH-5 12 02 06 04 00
24H -1 35 13 15 02 05
24H - 2 46 17 15 12 02
24H -3 28 06 11 03 08
24H -4 18 04 09 04 01
24H -5 45 14 13 09 09
72H-1 27 14 12 08 03
T2H -2 31 04 15 06 06
72H -3 27 05 10 10 02
72H -4 38 09 11 11 07
72H-5 31 07 07 10 07
REC-1 35 12 13 02 08
REC -2 40 17 11 07 05
REC -3 36 14 13 03 06
REC -4 51 25 15 06 05
REC -5 50 11 18 13 08
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TABELA XIII - Valores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, ap6s exposicéo ao

efluente ndo tratado, concentracdo de 100%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacéo

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 54 23 19 11 01
OH-2 32 16 12 01 03
OH-3 22 06 11 03 02
OH-4 37 07 12 12 06
OH-5 58 20 19 17 02
24H -1 18 01 13 02 02
24H - 2 36 07 10 13 06
24H -3 25 04 16 05 00
24H -4 28 05 14 08 01
24H -5 28 03 12 12 01
72H-1 61 21 19 09 12
72H -2 68 23 20 12 13
72H -3 60 23 17 10 10
72H -4 58 24 16 11 07
72H -5 51 17 20 09 05
REC-1 52 11 20 12 09
REC -2 49 11 22 09 07
REC -3 60 19 29 04 08
REC -4 46 18 11 08 16
REC -5 52 12 20 08 06
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TABELA X1V - Valores absolutos para célculo dos indices de fases em cada bulbo, ap6s exposicdo ao

efluente tratado, concentracéo de 0,1%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacao

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 36 20 09 04 03
OH-2 36 12 10 07 07
OH-3 46 14 14 09 10
OH-4 47 14 12 09 12
OH-5 38 10 14 04 10
24H -1 27 09 11 01 06
24H - 2 40 19 13 05 03
24H -3 20 03 06 05 06
24H -4 53 25 12 04 12
24H -5 30 13 09 01 07
72H-1 51 25 18 02 06
T2H -2 34 17 07 03 07
72H -3 34 21 07 02 04
72H -4 30 20 06 12 04
72H-5 34 20 06 12 04
REC-1 58 32 15 06 05
REC -2 49 16 22 02 09
REC -3 50 21 15 09 05
REC -4 43 10 19 08 06
REC -5 65 12 24 12 17
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TABELA XV - Valores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, apés exposicéo ao

efluente tratado, concentragdo de 12%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacdo (REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 41 20 12 05 04
OH-2 78 45 13 11 09
OH-3 54 18 18 12 06
OH-4 63 14 20 18 11
OH-5 55 10 23 16 06
24H -1 31 18 08 04 01
24H - 2 28 12 06 09 01
24H -3 20 09 07 01 03
24H -4 18 08 06 02 02
24H -5 35 13 09 01 07
72H-1 48 30 10 05 03
T2H -2 11 03 06 02 00
72H -3 36 17 11 04 04
72H -4 22 07 09 03 03
72H-5 30 13 14 06 09
REC-1 48 34 06 06 02
REC -2 42 08 28 03 03
REC -3 42 13 16 10 03
REC -4 31 10 13 05 08
REC -5 54 22 14 10 08




139

TABELA XVI - Vaores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, ap6s exposicéo ao

efluente tratado, concentragéo de 50%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacdo (REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 45 11 19 06 09
OH-2 45 17 13 10 05
OH-3 26 13 05 04 04
OH-4 28 12 08 04 04
OH-5 27 13 06 04 04
24H -1 49 31 10 02 06
24H - 2 40 25 05 06 04
24H -3 24 17 11 04 02
24H -4 28 09 13 03 03
24H -5 45 20 17 06 02
72H-1 48 23 11 08 06
T2H -2 21 06 18 05 09
72H -3 21 09 02 05 05
72H -4 50 26 09 06 09
72H-5 43 17 09 08 09
REC-1 48 34 06 06 02
REC -2 42 08 28 03 03
REC -3 42 13 16 10 03
REC -4 31 10 13 05 08
REC -5 54 22 14 10 08
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TABELA XVII - Valores absolutos para calculo dos indices de fases em cada bulbo, ap6s exposicao

ao efluente tratado, concentracdo de 100%, nos periodos de zero hora (OH), 24h, 72h e recuperacéo

(REC).

TRATAMEN MITOSES PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

TOS

OH-1 30 11 07 09 03
OH-2 41 23 10 05 03
OH-3 33 05 17 05 06
OH-4 37 10 17 06 04
OH-5 37 15 13 03 06
24H -1 14 01 04 02 07
24H - 2 28 10 11 04 03
24H -3 38 08 13 06 11
24H -4 34 10 12 07 05
24H -5 41 15 17 04 05
72H-1 41 15 09 05 12
T2H -2 54 24 13 10 07
72H -3 50 27 11 07 05
72H -4 29 09 07 05 08
72H-5 24 09 07 04 04
REC-1 14 12 02 00 00
REC -2 57 29 16 07 05
REC -3 69 30 19 15 05
REC -4 54 26 13 07 08
REC -5 23 05 09 03 06
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ANEXO C

TABELA | — Resultado final do Teste ANOVA, referente aos IM médio total, comparando os
resultados do controle negativo nos tempos de 0, 24, 72h e recuperacdo (24h), em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos de exposicdo. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os

parametros analisados. As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

IM —MEDIO TOTAL

CONTROLE X CONTROLE RESULTADO
CO 0Ohx CO 24h Aceito
CO0Ohx CO 72h Aceito

CO0Ohx COREC Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito

CO 72hx COREC Aceito
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TABELA |l — Resultado final do Teste ANOVA, referente aos IM médio total, comparando os
resultados do controle dos préprios grupos (Oh) com os periodos de exposicao (24, 72h e recuperacao)
das concentraces 0,1, 12, 50 e 100% do efluente ndo tratado de pape e cdulose, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

IM MEDIO TOTAL

NT 0,1%
TRATAMENTO/CONCENTRACAO RESULTADO
NT 0,1% 24h x NT 0,1% Oh Rejeito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% Oh Rejeito
NT 0,1% REC x NT 0,1% Oh Rejeito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Rejeito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Rejeito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Rejeito

NT 12%
NT 12% 24h x NT 12% Oh Rejeito
NT 12% 72h x NT 12% Oh Rejeito
NT 12% REC x NT 12% Oh Rejeito
NT 12% 24h x NT 12% 72h Rejeito
NT 12% 24h x NT 12% REC Rejeito
NT 12% 72h x NT 12% REC Rejeito

NT 50%
NT 50% 24h x NT 50% Oh Rejeito
NT 50% 72h x NT 50% Oh Rejeito
NT 50% REC x NT 50% Oh Rejeito
NT 50% 24h x NT 50% 72h Rejeito
NT 50% 24h x NT 50% REC Rejeito
NT 50% 72h x NT 50% REC Rejeito

NT 100%
NT 100% 24h x NT 100% Oh Rejeito
NT 100% 72h x NT 100% Oh Rejeito
NT 100% REC x NT 100% Oh Rejeito
NT 100% 24h x NT 100% 72h Rejeito
NT 100% 24h x NT 100% REC Rejeito

NT 100% 72h x NT 100% REC Rejeito




143

TABELA 1lIl — Resultado final do Teste ANOVA, referente aos IM médio total, comparando os
resultados do controle dos préprios grupos (Oh) com os periodos de exposicao (24, 72h e recuperacao)
das concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente tratado de pape e cdulose, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

IM MEDIO TOTAL

T 0,1%
TRATAMENTO/CONCENT RAQAO RESULTADO
T 0,1% 24h x T 0,1% Oh Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% Oh Aceto
T 0,1% REC x T 0,1% Oh Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Aceto
T 12%
T 12% 24h x T 12% Oh Reeito
T 12% 72h x T 12% Oh Reeito
T 12% REC x T 12% Oh Rejeito
T 12% 24h x T 12% 72h Reeito
T 12% 24h x T 12% REC Regeito
T 12% 72h x T 12% REC Reeito
T 50%
T 50% 24h x T 50% Oh Aceto
T 50% 72h x T 50% Oh Aceto
T 50% REC x T 50% Oh Aceito
T 50% 24h x T 50% 72h Aceto
T 50% 24h x T 50% REC Aceto
T 50% 72h x T 50% REC Aceto
T 100%
T 100% 24h x T 100% Oh Aceto
T 100% 72h x T 100% Oh Aceto
T 100% REC x T 100% Oh Aceito
T 100% 24h x T 100% 72h Aceto
T 100% 24h x T 100% REC Aceto

T 100% 72h x T 100% REC Aceito
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TABELA V — Resultado final do célculo do qui-quadrado total, referente as freqliéncia de aberragtes
cromossdmicas, comparando os tempos de permanéncia em agua ndo cloradade de 0, 24, 72h e
recuperacao (24h) das células meristematicas de raiz de Allium cepa. O grau de liberdade = 1 e 0 Qui-
quadrado da tabda = 3,84, em nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes
hipéteses: Ho: Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de exposicdo em agua
desclorada. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As
respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

FREQUENCIA DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

TRATAMENTO/ CONCENT RAQAO RESULTADO
CO Ohx CO 24h Aceito (0,000)
CO0Ohx CO 72h Aceto (0,180)
CO0Ohx COREC Aceito (0,000)
CO 24hx CO 72h Aceto (0,180)
CO 24hx CO 72h Aceto (0,000)

CO 72h x CO REC Acsito (0,180)
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TABELA VI — Resultado final do céalculo do qui-quadrado total, referente as freqliéncia de aberragdes
cromaossdmicas, comparando os resultados do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do
efluente ndo tratado de pape e cdulose e entre as concentragdes, em células meristeméticas de raiz de
Allium cepa. O grau de liberdade = 1 e o Qui-quadrado da tabela = 3,84, em nivel de significancia de
5%. Foram consideradas as seguintes hipoteses: Ho: Nao hé diferenca estatisticamente significativa
entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou entre as
concentragdes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

FREQUENCIA DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

NT 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% Oh x CO Oh Aceito (0,00)
NT 0,1% 24h x CO 24h Aceito (0,08)
NT 0,1% 72h x CO 72h Aceito (0,09)
NT 0,1% REC x CO REC Aceito (0,08)
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Aceto (0,17)
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Acdito (0,00)
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Acdito (0,026)
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Acdito (0,08)
NT 0,1% 24h x NT 0,1% Oh Aceto (0,32)
NT 0,1% REC x NT 0,1% Oh Acdito (0,08)
NT 12%
NT 12% Oh x CO Oh Aceito (0,00)
NT 12% 24h x CO 24h Aceto (0,50)
NT 12% 72h x CO 72h Aceito (0,09)
NT 12% REC x CO REC Aceto (0,02)
NT 12% 24h x NT 12% Oh Aceto (0,50)
NT 12% Oh x NT 12% 72h Aceto (0,32)
NT 12% Oh x NT 12% REC Acdito (0,02)
NT 12% 24h x NT 12% 72h Acdito (0,003)
NT 12% 24h x NT 12% REC Acdito (0,16)
NT 12% 72h x NT 12% REC Acdito (0,09)
NT 50%
NT 50% Oh x CO Oh Aceito (0,00)
NT 50% 24h x CO 24h Reeito (6,48)
NT 50% 72h x CO 72h Aceto (1,44)
NT 50% REC x CO REC Aceito (3,38)
NT 50% 24h x NT 50% Oh Rejeito (6,48)
NT 50% Oh x NT 50% 72h Aceito (3,38)
NT 50% Oh x NT 50% REC Aceito (3,38)
NT 50% 24h x NT 50% 72h Acdito (0,026)
NT 50% 24h x NT 50% REC Aceto (0,035)
NT 50% 72h x NT 50% REC Aceito (0,00)
NT 100%
NT 100% Oh x CO Oh Aceito (0,00)
NT 100% 24h x CO 24h Rejeito (9,68)
NT 100% 72h x CO 72h Rejeito (4,00)

NT 100% REC x CO REC

Rejeito (4,50)



NT 100% 24h x NT 100% Oh
NT 100% Oh x NT 100% 72h
NT 100% Oh x NT 100% REC
NT 100% 24h x NT 100% 72h
NT 100% 24h x NT 100% REC
NT 100% 72h x NT 100% REC

Rejeito (9,68)
Reeito (8,82)
Reeito (4,50)
Aceito (0,0008)
Aceito (0,037)
Aceito (0,045)
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TABELA VII — Resultado final do calculo do qui-quadrado total, referente as freqiiéncia de aberracdes

cromaossdmicas, comparando os resultados do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do

efluente tratado de pape e celulose e entre as concentragdes, em células meristematicas de raiz de

Allium cepa. O grau de liberdade = 1 e o Qui-quadrado da tabela = 3,84, em nivel de significancia de

5%. Foram consideradas as seguintes hipoteses: Ho: Nao hé diferenca estatisticamente significativa

entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou entre as

concentragdes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

FREQUENCIA DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

T 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
T 0,1% Oh x CO Oh Acsito (0,02)
T 0,1% 24h x CO 24h Acsito (0,00)
T 0,1% 72h x CO 72h Acsito (0,09)
T 0,1% REC x CO REC Acsito (0,18)
T 0,1% 24h x T 0,1% Oh Acsito (0,01)
T 0,1%Oh x T 0,1% 72h Acsito (0,09)
T 0,1%0Oh x T 0,1% REC Acsito (0,04)
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Acsito (0,32)
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Acsito (0,045)
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Acsito (0,005)
T 12%
T 12% Oh x CO Oh Acsito (0,00)
T 12% 24h x CO 24h Acsito (1,28)
T 12% 72h x CO 72h Acsito (0,64)
T 12% REC x CO REC Acsito (0,08)
T 12% 24h x T 12% Oh Acsito (1,28)
T 129%0h x T 12% 72h Acsito (1,72)
T 12%0h x T 12% REC Acsito (0,08)
T 12% 24h x T 12% 72h Acsito (0,002)
T 12% 24h x T 12% REC Acsito (0,24)
T 12% 72h x T 12% REC Acsito (0,32)
T 50%
T 50% Oh x CO Oh Acsito (0,00)
T 50% 24h x CO 24h Rejeito (7,22)
T 50% 72h x CO 72h Acsito (1,96)
T 50% REC x CO REC Acsito (0,32)

T 50% 24h x T 50% Oh

Rejeito (7,22)
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T 50% Oh x T 50% 72h Rejeito (4,50)
T 50% Oh x T 50% REC Acsito (0,32)
T 50% 24h x T 50% 72h Acsito (0,016)
T 50% 24h x T 50% REC Acsito (0,90)
T 50% 72h x T 50% REC Acsito (0,48)
T 100%
T 100% Oh x CO Oh Acsito (0,02)
T 100% 24h x CO 24h Rejeito (4,50)
T 100% 72h x CO 72h Rejeito (5,76)
T 100% REC x CO REC Rejeito (3,92)
T 100% 24h x T 100% Oh Acsito (1,96)
T 100% Oh x T 100% 72h Rejeito (5,76)
T 100% Oh x T 100% REC Acsito (1,69)
T 100% 24h x T 100% 72h Acsito (0,125)
T 100% 24h x T 100% REC Acsito (0,001)
T 100% 72h x T 100% REC Acsito (0,161)

TABELA VIII — Resultado final do Teste T, referente ao indice de préfase, comparando os tempos de
permanéncia em agua ndo clorada de O, 24, 72h e recuperacdo (24h) das cdlulas meristematicas de
raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho:
N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de exposi¢do em agua desclorada. Hi:
Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As respostas dos testes

foram dadas considerando Ho.

INDICE DE PROFASE

CONTROLE X CONTROLE RESULTADO
CO 0Ohx CO 24h Aceito
CO0Ohx CO 72h Aceito

CO0Ohx COREC Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito

CO 72hx COREC Aceito
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TABELA IX — Resultado final do Teste T, referente ao indice de préfase, comparando os resultados
do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente ndo tratado de papd e ceulose e
entre as concentracles, em células meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de
5%. Foram consideradas as seguintes hipoteses: Ho: Nao hé diferenca estatisticamente significativa
entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou entre as
concentragdes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE PROFASE

NT 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% Oh x CO Oh Aceito
NT 0,1% 24h x CO 24h Regeito
NT 0,1% 72h x CO 72h Aceto
NT 0,1% REC x CO REC Aceto
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Aceito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Aceito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Aceito
NT 12%
NT 12% Oh x CO Oh Aceto
NT 12% 24h x CO 24h Regeito
NT 12% 72h x CO 72h Aceto
NT 12% REC x CO REC Aceto
NT 12% 24h x NT 12% 72h Rejeito
NT 12% 24h x NT 12% REC Aceito
NT 12% 72h x NT 12% REC Aceito
NT 50%
NT 50% Oh x CO Oh Aceito
NT 50% 24h x CO 24h Rejeito
NT 50% 72h x CO 72h Aceto
NT 50% REC x CO REC Aceito
NT 50% 24h x NT 50% 72h Aceito
NT 50% 24h x NT 50% REC Aceito
NT 50% 72h x NT 50% REC Aceito
NT 100%
NT 100% Oh x CO Oh Aceito
NT 100% 24h x CO 24h Aceto
NT 100% 72h x CO 72h Aceto
NT 100% REC x CO REC Aceto
NT 100% 24h x NT 100% 72h Aceto
NT 100% 24h x NT 100% REC Aceito

NT 100% 72h x NT 100% REC Aceito
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TABELA X — Resultado final do Teste T, referente ao indice de préfase, comparando os resultados do
controle com as concentragtes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente tratado de pape e cdulose e entre as
concentragdes, em células meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de 5%.
Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os
controles e os tratamentos, em uma dada concentracéo e periodo de tempo, ou entre as concentragoes.
H,: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As respostas dos testes

foram dadas considerando Ho.

INDICE DE PROFASE

T 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
T 0,1% Oh x CO Oh Aceito
T 0,1% 24h x CO 24h Aceto
T 0,1% 72h x CO 72h Aceto
T 0,1% REC x CO REC Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Aceto
T 12%
T 12% Oh x CO Oh Aceto
T 12% 24h x CO 24h Aceto
T 12% 72h x CO 72h Aceto
T 12% REC x CO REC Aceto
T 12% 24h x T 12% 72h Aceto
T 12% 24h x T 12% REC Aceto
T 12% 72h x T 12% REC Aceto
T 50%
T 50% Oh x CO Oh Aceito
T 50% 24h x CO 24h Aceto
T 50% 72h x CO 72h Aceto
T 50% REC x CO REC Aceito
T 50% 24h x T 50% 72h Aceto
T 50% 24h x T 50% REC Aceto
T 50% 72h x T 50% REC Aceto
T 100%
T 100% Oh x CO Oh Aceito
T 100% 24h x CO 24h Aceto
T 100% 72h x CO 72h Aceto
T 100% REC x CO REC Aceito
T 100% 24h x T 100% 72h Aceto
T 100% 24h x T 100% REC Aceto

T 100% 72h x T 100% REC Aceito
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TABELA Xl — Resultado final do Teste T, referente ao indice de metafase, comparando os tempos de
permanéncia em agua ndo clorada (controle negativo) de 0, 24, 72h e recuperacdo (24h) das cdulas
meristeméticas de raiz de Allium cepa. O grau de liberdade = 1 e o Qui-quadrado da tabela = 3,84, em
nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses. Ho: Ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos de exposicdo em agua desclorada. Hy: Ha diferenca
estatisticamente significativa entre os pardmetros analisados. As respostas dos testes foram dadas
considerando Ho.

INDICE DE METAFASE

CONTROLE/CONTROLE RESULTADO
CO 0Ohx CO 24h Aceito
CO0Ohx CO 72h Aceito
CO0Ohx COREC Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito

CO 24h x CO REC Aceito
CO 72h x CO REC Aceito

TABELA XIl — Resultado final do Teste T, referente ao indice de metafase, comparando os resultados
do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente ndo tratado de papd e ceulose e
entre as concentracdes, em células meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de
5%. Foram consideradas as seguintes hipoteses: Ho: Nao hé diferenca estatisticamente significativa
entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou entre as
concentragdes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE METAFASE

NT 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% Oh x CO Oh Aceito
NT 0,1% 24h x CO 24h Aceto
NT 0,1% 72h x CO 72h Aceto
NT 0,1% REC x CO REC Aceto
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Aceito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Aceito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Aceito

NT 12%
NT 12% Oh x CO Oh Aceto

NT 12% 24h x CO 24h Rejeito
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NT 12% 72h x CO 72h Aceto
NT 12% REC x CO REC Aceto
NT 12% 24h x NT 12% 72h Aceito
NT 12% 24h x NT 12% REC Aceito
NT 12% 72h x NT 12% REC Aceito
NT 50%
NT 50% Oh x CO 0Oh Rejeito
NT 50% 24h x CO 24h Aceto
NT 50% 72h x CO 72h Aceto
NT 50% REC x CO REC Aceito
NT 50% 24h x NT 50% 72h Aceito
NT 50% 24h x NT 50% REC Aceito
NT 50% 72h x NT 50% REC Aceito
NT 100%
NT 100% Oh x CO Oh Aceito
NT 100% 24h x CO 24h Aceto
NT 100% 72h x CO 72h Aceto
NT 100% REC x CO REC Aceto
NT 100% 24h x NT 100% 72h Aceto
NT 100% 24h x NT 100% REC Aceito
NT 100% 72h x NT 100% REC Aceito
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TABELA XIlll — Resultado final do Teste T, referente ao indice de metéfase, comparando 0s
resultados do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente tratado de papd e
celulose e entre as concentragdes, em células meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE METAFASE

T 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
T 0,1% Oh x CO Oh Aceito
T 0,1% 24h x CO 24h Aceto
T 0,1% 72h x CO 72h Aceto
T 0,1% REC x CO REC Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Reeito
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Aceto
T 12%
T 12% Oh x CO Oh Aceto
T 12% 24h x CO 24h Regeito
T 12% 72h x CO 72h Aceto
T 12% REC x CO REC Aceto
T 12% 24h x T 12% 72h Aceto
T 12% 24h x T 12% REC Aceto
T 12% 72h x T 12% REC Aceto
T 50%
T 50% Oh x CO Oh Aceito
T 50% 24h x CO 24h Aceto
T 50% 72h x CO 72h Aceto
T 50% REC x CO REC Aceito
T 50% 24h x T 50% 72h Aceto
T 50% 24h x T 50% REC Aceto
T 50% 72h x T 50% REC Aceto
T 100%
TRATAMENTO/CONCENT RAQAO RESULTADO
T 100% 24h x CO 24h Aceto
T 100% 72h x CO 72h Aceto
T 100% REC x CO REC Aceito
T 100% 24h x T 100% 72h Rejeito
T 100% 24h x T 100% REC Aceto

T 100% 72h x T 100% REC Aceito
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TABELA XIV — Resultado final do Teste T, referente ao indice de anafase, comparando os tempos de
permanéncia em agua ndo clorada (controle negativo) de 0, 24, 72h e recuperacdo (24h) das cdulas
meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as
seguintes hipéteses. Ho: Ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de exposicéo
em &gua desclorada. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE ANAFASE

CONTROLE X CONTROLE RESULTADO
CO 0Ohx CO 24h Aceito
CO0Ohx CO 72h Aceito
CO0Ohx COREC Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito

CO 72h x CO REC Aceito

TABELA XV — Resultado final do Teste T, referente ao indice de anéfase, comparando os resultados
do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente ndo tratado de papd e cdulose e
entre as concentracdes, em células meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de
5%. Foram consideradas as seguintes hipoteses: Ho: Nao hé diferenca estatisticamente significativa
entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou entre as
concentragdes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE ANAFASE

NT 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% Oh x CO Oh Aceito
NT 0,1% 24h x CO 24h Aceto
NT 0,1% 72h x CO 72h Aceto
NT 0,1% REC x CO REC Aceto
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Aceito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Aceito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Aceito

NT 12%
NT 12% Oh x CO Oh Aceto
NT 12% 24h x CO 24h Aceto
NT 12% 72h x CO 72h Aceto
NT 12% REC x CO REC Aceto
NT 12% 24h x NT 12% 72h Aceito

NT 12% 24h x NT 12% REC Aceito
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NT 12% 72h x NT 12% REC Aceito
NT 50%
NT 50% Oh x CO Oh Aceito
NT 50% 24h x CO 24h Aceto
NT 50% 72h x CO 72h Reeito
NT 50% REC x CO REC Aceito
NT 50% 24h x NT 50% 72h Aceito
NT 50% 24h x NT 50% REC Aceito
NT 50% 72h x NT 50% REC Aceito
NT 100%
NT 100% Oh x CO Oh Aceito
NT 100% 24h x CO 24h Rejeito (10,730)
NT 100% 72h x CO 72h Aceto
NT 100% REC x CO REC Aceto
NT 100% 24h x NT 100% 72h Aceto
NT 100% 24h x NT 100% REC Aceito
NT 100% 72h x NT 100% REC Aceito

TABELA XVI — Resultado final do Teste T, referente ao indice de anafase, comparando os resultados
do controle com as concentractes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente tratado de papel e ceulose e entre as
concentragdes, em céulas meristeméticas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de 5%.
Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os
controles e os tratamentos, em uma dada concentracéo e periodo de tempo, ou entre as concentragoes.
H,: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As respostas dos testes

foram dadas considerando Ho.

INDICE DE ANAFASE

T 0,1%

TRATAM ENTO/CONCENTRAQAO RESULTADO
T 0,1% Oh x CO Oh Aceito
T 0,1% 24h x CO 24h Aceto
T 0,1% 72h x CO 72h Aceto
T 0,1% REC x CO REC Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Aceto

T 12%
T 12% Oh x CO Oh Aceto
T 12% 24h x CO 24h Aceto
T 12% 72h x CO 72h Aceto
T 12% REC x CO REC Aceto
T 12% 24h x T 12% 72h Aceto
T 12% 24h x T 12% REC Aceto

T 12% 72h x T 12% REC Aceito
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T 50%
T 50% Oh x CO Oh Aceito
T 50% 24h x CO 24h Aceto
T 50% 72h x CO 72h Aceto
T 50% Oh x T 50% REC Aceito
T 50% 24h x T 50% 72h Aceto
T 50% 24h x T 50% REC Aceto
T 50% 72h x T 50% REC Aceto

T 100%
T 100% Oh x CO Oh Aceito
T 100% 24h x CO 24h Aceto
T 100% 72h x CO 72h Aceto
T 100% REC x CO REC Aceito
T 100% 24h x T 100% 72h Aceto
T 100% 24h x T 100% REC Aceto
T 100% 72h x T 100% REC Aceto

TABELA XVII — Resultado final do Teste T, referente ao indice de teléfase, comparando os tempos
de permanéncia em agua ndo clorada ( controle negativo) de O, 24, 72h e recuperacao (24h) das cdulas
meristematicas de raiz de Allium cepa, em nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as
seguintes hipéteses. Ho: Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de exposicéo
em &gua desclorada. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As

respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE TELOFASE

CONTROLE X CONTROLE RESULTADO
CO 0Ohx CO 24h Aceito
CO0Ohx CO 72h Aceito
CO0Ohx COREC Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito
CO 24hx CO 72h Aceito

CO 72hx COREC Aceito
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TABELA XVIIl — Resultado final do Teste T, referente ao indice de tel6fase, comparando os
resultados do controle com as concentragdes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente ndo tratado de papd e
celulose e entre as concentragbes, em cdlulas meristeméticas de raiz de Allium, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

INDICE DE TELOFASE

NT 0,1%
CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% Oh x CO Oh Aceito
NT 0,1% 24h x CO 24h Aceto
NT 0,1% 72h x CO 72h Aceto
NT 0,1% REC x CO REC Aceto
NT 0,1% 24h x NT 0,1% 72h Aceito
NT 0,1% 24h x NT 0,1% REC Aceito
NT 0,1% 72h x NT 0,1% REC Aceito
NT 12%
NT 12% Oh x CO Oh Aceto
NT 12% 24h x CO 24h Aceto
NT 12% 72h x CO 72h Aceto
NT 12% REC x CO REC Aceto
NT 12% 24h x NT 12% 72h Aceito
NT 12% 24h x NT 12% REC Aceito
NT 12% 72h x NT 12% REC Aceito
NT 50%
NT 50% Oh x CO Oh Aceito
NT 50% 24h x CO 24h Aceto
NT 50% 72h x CO 72h Aceto
NT 50% REC x CO REC Aceito
NT 50% 24h x NT 50% 72h Aceito
NT 50% 24h x NT 50% REC Aceito
NT 50% 72h x NT 50% REC Aceito
NT 100%
NT 100% Oh x CO Oh Aceito
NT 100% 24h x CO 24h Aceto
NT 100% 72h x CO 72h Aceto
NT 100% REC x CO REC Aceto
NT 100% 24h x NT 100% 72h Aceto
NT 100% 24h x NT 100% REC Aceito

NT 100% 72h x NT 100% REC Aceito
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TABELA XIX — Resultado final do Teste T, referente ao indice de tel6fase, comparando os resultados
do controle com as concentractes 0,1, 12, 50 e 100% do efluente tratado de papel e celulose e entre as
concentragdes, em cdulas meristematicas de raiz de Allium, em nivel de significancia de 5%. Foram
consideradas as seguintes hipGteses: Ho: N&do ha diferenca estatisticamente significativa entre os
controles e os tratamentos, em uma dada concentracéo e periodo de tempo, ou entre as concentragoes.
H,: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As respostas dos testes

foram dadas considerando Ho.

INDICE DE TELOFASE

T 0,1%
CONTROLE/ TRATAMENTO RESULTADO
T 0,1% Oh x CO Oh Aceito
T 0,1% 24h x CO 24h Aceto
T 0,1% 72h x CO 72h Aceto
T 0,1% REC x CO REC Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% 72h Aceto
T 0,1% 24h x T 0,1% REC Aceto
T 0,1% 72h x T 0,1% REC Aceto
T 12%
T 12% Oh x CO Oh Aceto
T 12% 24h x CO 24h Aceto
T 12% 72h x CO 72h Aceto
T 12% REC x CO REC Aceto
T 12% 24h x T 12% 72h Aceto
T 12% 24h x T 12% REC Aceto
T 12% 72h x T 12% REC Aceto
T 50%
T 50% Oh x CO Oh Aceito
T 50% 24h x CO 24h Aceto
T 50% 72h x CO 72h Aceto
T 50% REC x CO REC Aceito
T 50% 24h x T 50% 72h Aceto
T 50% 24h x T 50% REC Aceto
T 50% 72h x T 50% REC Aceto
T 100%
T 100% Oh x CO Oh Aceito
T 100% 24h x CO 24h Aceto
T 100% 72h x CO 72h Aceto
T 100% REC x CO REC Aceito
T 100% 24h x T 100% 72h Aceto
T 100% 24h x T 100% REC Aceto

T 100% 72h x T 100% REC Aceito
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TABELA XX — Resultado final do Teste T, referente a avaliagdo da peroxidacao lipidica (TBARS),
comparando os resultados do controle com as concentragdes 0,1 e 100% do efluente ndo tratado e
tratado de papel e cdulose e entre as concentragdes, em céulas meristeméticas de raiz de Allium, em
nivel de significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses. Ho: Ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracéo e periodo
de tempo, ou entre as concentracBes. H;: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os

parametros analisados. As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

TBARS
NT 0,1% e NT 100%

CONTROLE/ TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% 24h x CO Regeito
NT 0,1% x REC Aceito
NT 100% 24h x CO Rejeito
NT 100% x REC Aceito

NT 0,1% 24h x NT 100% 24h Aceto

T 0,1% eT 100%

T 0,1% 24h x CO Aceto
T 0,1% 24h x REC Aceito
T 100% 24h x CO Reeito
T 100% 24h x REC Aceto
T 0,1% 24h x T 100% 24h Aceto

TABELA XXI| — Resultado final do Teste T, referente a concentragdo de GSH, comparando os
resultados do controle com as concentragdes 0,1 e 100% do efluente ndo tratado e tratado de papd e
celulose e entre as concentragbes, em cdlulas meristeméticas de raiz de Allium, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

GSH
NT 0,1% e NT 100%
CONTROLE/ TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% 24h x CO Aceto
NT 0,1% x REC Aceito
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NT 100% 24h x CO Aceto
NT 100% x REC Aceito
NT 0,1% 24h x NT 100% 24h Aceto
T 0,1% eT 100%
T 0,1% 24h x CO Aceto
T 0,1% 24h x REC Aceito
T 100% 24h x CO Aceito
T 100% 24h x REC Aceto
T 0,1% 24h x T 100% 24h Aceto

TABELA XXIlI — Resultado final do Teste T, referente a concentracdo de CAT, comparando os
resultados do controle com as concentragdes 0,1 e 100% do efluente ndo tratado e tratado de papd e
ceulose e entre as concentragbes, em cdlulas meristeméticas de raiz de Allium, em nive de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

CAT
NT 0,1% e NT 100%
CONTROLE/ TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% 24h x CO Aceto
NT 0,1% x REC Aceito
NT 100% 24h x CO Aceto
NT 100% x REC Aceito
NT 0,1% 24h x NT 100% 24h Aceto
T 0,1% eT 100%

T 0,1% 24h x CO Aceto
T 0,1% 24h x REC Aceito
T 100% 24h x CO Rejeito
T 100% 24h x REC Aceto

T 0,1% 24h x T 100% 24h Aceito
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TABELA XXIII — Resultado final do Teste T, referente a atividade da GST, comparando os resultados
do controle com as concentragdes 0,1 e 100% do efluente néo tratado e tratado de papel e cdulose e
entre as concentragdes, em cdulas meristematicas de raiz de Allium, em nivel de significancia de 5%.
Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os
controles e os tratamentos, em uma dada concentracéo e periodo de tempo, ou entre as concentragoes.
H,: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados. As respostas dos testes

foram dadas considerando Ho.

GST
NT 0,1% e NT 100%
CONTROLE/ TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% 24h x CO Aceto
NT 0,1% x REC Aceito
NT 100% 24h x CO Aceto
NT 100% x REC Aceito
NT 0,1% 24h x NT 100% 24h Aceto
T 0,1% eT 100%

T 0,1% 24h x CO Reeito
T 0,1% 24h x REC Aceito
T 100% 24h x CO Rejeito
T 100% 24h x REC Aceto
T 0,1% 24h x T 100% 24h Aceto

TABELA XXIV — Resultado final do cdlculo do qui-quadrado total, referente as frequéncia de
cometas de classe >1, comparando os resultados do controle com as concentragdes 0,1 e 100% do
efluente ndo tratado e tratado de papd e celulose e entre as concentracfes, em células meristeméticas
de raiz de Allium cepa. O grau de liberdade = 1 e o Qui-quadrado da tabela = 3,84, em nivel de
significancia de 5%. Foram consideradas as seguintes hipéteses: Ho: N&o ha diferenca estatisticamente
significativa entre os controles e os tratamentos, em uma dada concentracdo e periodo de tempo, ou
entre as concentragdes. Hy: Ha diferenca estatisticamente significativa entre os parémetros analisados.

As respostas dos testes foram dadas considerando Ho.

FREQUENCIA DE COMETAS DE CLASSE >1
NT 0,1% eNT 100%

CONTROLE/TRATAMENTO RESULTADO
NT 0,1% 24h x CO Rejeito (18)
NT 100% 24h x CO 24h Rejeito (98)
NT 0,1% 24h x NT 100% 24h Rejeito (8)

T 0,1% eT 100%
T 0,1% 24h x CO Rejeito (220,5)
T 100% 24h x CO 24h Rejeito (336,11)

T 0,1% 24h x T 100% 24h Rejeito (33,33)
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