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I. INTRODUCAO

1.1. A Importancia do Monitoramento /in Loco

As condicbes ambientais sdo criadas por fatores fisicos, quimicos, bioldgicos e
edéficos e sua interacdo num dado tempo e espaco. O ambiente sofre constantes mudancas,
produzidas naturalmente pela interacdo com os seres vivos, pela interacdo desses seres
entre si, e por atividades cdsmicas e geofisicas. Mudangas detectaveis e mensuraveis no
ambiente podem ser indicativas de estresse ou impacto ambiental. O estresse ambiental
pode ser definido de acordo com o agente causador, que pode variar do estresse fisico
causado por erupcdes vulcanicas, tornados, etc. até a poluicdo, que ocorre quando um
produto esta presente no ambiente em concentracBes suficientes para provocar efeitos
toxicos nos organismos, ultrapassando os limites de tolerancia ecoldgica (Freedman, 1995).
E importante salientar o fato de que a contamina¢do ambiental por agentes potencialmente
toxicos, ndo implica, necessariamente, em poluicdo. A poluicdo € uma possibilidade, que
pode e deve ser avaliada através de alteracdes detectaveis nos ecossistemas e organismos
testados.

O estudo da poluicdo ambiental em todos 0s seus aspectos requer especialistas das
mais diversas areas, ou seja, todas as pessoas interessadas, de uma maneira ou outra, na
preservacdo do ambiente. Os escassos resultados de investigacBes epidemioldgicas sobre
poluentes impedem que limites confiaveis sejam fixados, e que medidas adequadas sejam
tomadas. Exceto em casos muito especiais, métodos utilizados na toxicologia classica nao
levam em conta os efeitos induzidos e produzidos a longo prazo. Estes efeitos produzidos

pela poluicéo sdo essencialmente de trés tipos:

(1) o efeito teratogénico — no qual substancias absorvidas em doses
consideradas pouco toxicas segundo critérios da toxicologia classica
podem agir preferencialmente no embrido, em momentos especificos do

desenvolvimento, induzindo malformacgfes (Moutschen, 1985);

(2) o efeito carcinogénico — independentemente do efeito teratogénico,
pequenas quantidades de substédncias que por elas mesmas nao
produziriam efeitos téxicos detectaveis, podem, eventualmente,

desencadear uma cascata de eventos que podem promover o cancer;



(&) e o efeito mutagénico — independentemente de qualquer atividade
teratogénica ou carcinogénica, € o resultado deletério de qualquer agente
gque devido as suas propriedades quimicas, fisicas ou biologicas, em
concentracdes extraordinariamente pequenas pode induzir e produzir
mudancas herdaveis em partes do sistema genético que exercem controle
homeostatico sobre células somaticas, determinando, desse modo, sua
transformacdo maligna (Druckrey, 1973 cf. Ashby, 1995). A
genotoxicidade, que é a capacidade de um agente de lesar 0 genoma,
pode ser manifestada em mutacgbes génicas ou em mudancas na estrutura
do conjunto cromossdmico, as quais podem ser incorporadas a geragao
celular subsequiente, e quando ocorre em células germinativas representa
risco genético para a geracdo seguinte (Moutschen, 1985). As mutacdes
sdo um processo inerente a prépria condicdo do DNA, fazem parte da vida.
A esséncia da biologia € mudanca e evolucédo (Kirsch, 1993). Todos o0s
seres vivos tém atravessado sua evolugcdo sendo expostos a uma
infinidade de genotdxicos naturais que estao nos alimentos e bebidas, pela

inalacdo de fumacas e irradiacdes diversas do meio ambiente.

Poluentes ambientais, alguns dos quais sdo genotdxicos e carcind6genos bem
conhecidos, podem se apresentar como moléculas inorganicas simples ou em forma de
substancias organicas complexas. Alguns agentes podem agir como mutagénicos, que
causam mutacdes pontuais, e outros podem agir como clastogénicos, 0s quais causam
quebra cromossdmica. Todos esses carcindbgenos, mutagénicos e clastogénicos podem
causar defeitos teratogénicos em embrides e fetos (Ma & Harris, 1985). A acdo dos
poluentes nas células-alvo pode causar desde simples danos fisiolégicos a membrana, a
transformacdo da célula, cancer e morte celular (Ma & Harris, 1985). A célula responde
utilizando diferentes estratégias de acdo, tais como: morte por citotoxicidade ou apoptose,
modulacdo da expressdo génica controlando o ciclo celular, e reparacdo do material
genético, de modo correto ou sujeito a erro, sendo o segundo responséavel pela fixagdo das
mutacdes. Normalmente é a combinacdo destes fatores que compfe a resposta a danos
genéticos (Moustacchi, 2000). A acdo dos poluentes que ocorre em nivel celular é também
verificada em niveis organicos, populacionais e ambientais. As contaminac¢des acidentais por
substéncias agudamente tdxicas sdo rapidamente detectadas no ambiente, permitindo o
controle imediato da fonte emissora. No entanto, agentes que promovem toxicidade crénica
levam muito tempo para serem identificados, afetando a sobrevivéncia, a reproducéo, ou

ainda, o patrimdnio genético dos organismos expostos (Arnaiz, 1997).



Substéncias quimicas, misturas complexas e radiacdes exercem um amplo espectro
de atividades, variando de benéficas a neutras, deletérias e até letais. O café, por exemplo,
inibbe o dano genético causado sobre fetos em desenvolvimento, expostos a
genotoxinas/carcinégenos potentemente ativos, através da placenta (Abraham, 1995). No
entanto o café contém numerosos produtos potencialmente cancerigenos (Gold et al., 1992),
além da cafeina, que interfere na reparacdo do DNA, potencializando o efeito mutagénico de
algumas substancias.

Vérios 6rgaos de regulamentacdo surgiram com o objetivo de avaliar criticamente as
capacidades e limitacdes de testes de mutagenicidade como uma maneira de identificar
carcinogénicos. A necessidade dessa avaliacdo foi estimulada pelo crescimento dos riscos
relacionados a inducdo de cancer por agentes genotdxicos presentes no meio ambiente e em
vérias atividades profissionais modernas de risco (Santos-Mello & Cavalcante, 1992; Santos-
Mello et al., 1992; Silva & Santos-Mello, 1996). E importante identificar-se tais carcinégenos
para poder estimar a sua capacidade de causar impactos a saude humana e ao ambiente, a
fim de que se possa montar uma estratégia eficiente para minimizar ou até anular os seus
efeitos.

Consideraveis esforcos tém sido empregados na identificacdo de mutagénicos
quimicos e fisicos isolados, mas tém-se negligenciado a visdo de que a poluicdo é um
problema complexo, inter-relacionado e intrincado, de muitos fatores. Essa inter-relacdo néo
€ s verdadeira em niveis globais, populacionais e individuais, mas também auténtica em
nivel celular. Por isso é importante investigar situacdes naturais. O monitoramento da
genotoxicidade /n /oco é uma maneira de abordar tanto a mutagenicidade de um Unico
poluente, como um grupo deles, numa dada condicdo ambiental. Isto porque tal
monitoramento leva em conta fatores fisicos, quimicos e biologicos, e principalmente, vincula
o efeito sinergistico dos mutagénicos, e mesmo dos nao-mutagénicos, que podem contribuir
para tal sinergismo. O monitoramento /7 /oco do ar e da agua de lugares de moradia e
trabalho humano pode prover informagdo a respeito do nivel de risco ou seguranca em
relacdo a mutagenicidade de cada local. Assim, medidas preventivas e reparadoras podem
ser implementadas.

O monitoramento de um dado ponto ou conjunto de pontos pode informar a respeito
de variagbes temporais, como aquelas devidas a diferencas sazonais, diurnas ou de
biorritmo. O monitoramento em larga escala em uma dada area geografica pode vir a tracar
a origem ou 0 movimento dos mutagenos nesta area (Ma & Harris, 1985).

A avaliagdo de espécies expostas a genotdxicos no ambiente aquatico e aéreo é
complicada. Existem multiplos poluentes potenciais que sdo freqlientemente encontrados

como misturas complexas. Variagbes sazonais importantes ocorrem, por exemplo, nas



condi¢cBes ambientais, estado hormonal e nutricional dos organismos, e é sabido que tais
fatores podem ter uma influéncia dramatica nos sistemas enzimaticos que ativam ou
detoxificam genotdxicos. A avaliacdo da genotoxicidade em peixes ou em invertebrados
aquaticos, em laboratério ou no meio, pode ser feita em nivel molecular ou cromossémico. A
intensidade do efeito dos agentes genotdxicos depende ndo s6 da quantidade a que um
organismo é exposto, mas também do tamanho e espécie desse organismo, do seu estado
nutricional, do método de exposicdo e de outros fatores relacionados. Assim, deve haver
uma variacdo mensuravel entre taxas e concentracdes que nao produzam efeitos detectaveis
e aquelas que produzam efeito maximo. A observacdo de um efeito, seja ele benéfico ou
prejudicial, complica-se pelo fato de que sistemas aparentemente homogéneos sdo na
verdade heterogéneos. Mesmo dentro de uma mesma espécie, pode haver diferencas
marcantes da resposta genotdxica entre diferentes individuos. Um efeito produzido em um
individuo ndo sera necessariamente repetido em outro. Assim, estimativas de significancia do
potencial genotoxico de um agente, devem envolver métodos estatisticos de avaliacao,
identificando ao méaximo possivel as variaveis e parametros utilizados (Zakrzewski, 1991).

As propriedades mutagénicas de amostras ambientais que representam misturas
complexas podem ser avaliadas por testes /n vitro e in vivo. Para testes com quimicos /n
vitro, pode-se empregar o0 sistema xenobidtico de metabolizagdo, que simula a
metabolizacdo realizada pelo figado dos mamiferos. Sob determinadas condicdes fisioldgicas
e farmacocinéticas, os genotdxicos podem induzir mutagbes em células germinativas /n vivo
e assim, conduzir a desordens hereditarias. Druckrey (1973 cf. Ashby, 1995) ja propunha
que mutacbes em células somaéticas poderiam estar associadas com o subsequente
desenvolvimento de um cancer, e poderiam também ser responsaveis por algumas das
doencas observadas no envelhecimento (Ames, 1989; Health Protection Branch Mutagenicity
Guidelines, 1993; Kirsch, 1993). Em mamiferos, a taxa de cancer especifica para cada idade
€ inversamente correlacionada com o tempo de vida, embora fatores exdégenos possam
aumentar (por exemplo, o ato de fumar em humanos) ou diminuir sua incidéncia (por
exemplo, restricdo calérica em roedores). Ha também correlacdo entre a taxa de
envelhecimento e a taxa metabdlica espécie-especifica, 0 que parece implicar em processos
enddgenos no envelhecimento e no cancer. A recuperagdo dos tecidos somaticos, através da
reparacdo do DNA, e as defesas contra mutagénicos enddgenos e exdgenos devem ser
continuamente menores do que o requerido para uma sobrevivéncia indefinida, e mutactes

devem ser acumuladas com o tempo (Ames, 1989).



1.2. Descricao dos Sistemas de Monitoramento Usados

A versatilidade metabdlica de um sistema /n vivo justifica a prioridade experimental
dada a este na deteccdo de genotoxicidade e carcinogenicidade. Claramente ha diferencas
na farmacocinética dos quimicos entre sistemas como Drosophila, planarias, peixes e
plantas, mas ha possibilidades de extrapolacdo, tomando-se a devida cautela, entre esses
sistemas e os mamiferos (Léonard et al., 1982). Os testes devem ser selecionados pela sua
sensibilidade na detec¢do da mutagenicidade e/ou carcinogenicidade potenciais e pela sua
adequacdo aos tipos de amostras a serem testadas, de modo a prever e medir um possivel
impacto ambiental. Até que esse objetivo seja atingido, uma bateria de testes deve incluir
tanta diversificacdo quanto possivel: organismos-teste variando de fagos, bactérias, fungos
Drosophila a mamiferos integros ou apenas células destes. As planarias e a 7radescantia
estariam inseridas neste conjunto, com as vantagens do teste /7 vivo, com manutencdo
simples e barata em laboratorio, e apresentando ainda a vantagem de poderem ser usadas
em testes de genotoxicidade /7 /oco. Nessa estratégia, dados de testes de genotoxicidade /7
vivo tém um papel central e testes /n vitro desempenham uma funcdo subsidiaria, de
suporte. Essa énfase é refor¢ada pelo principio toxicoldgico de que o prognéstico de dados
de genotoxicidade de células somaticas /n vivo (amplamente derivados de estudos com
camundongos) para consequéncias toxicologicas adversas, seria, geralmente, mais seguro
do que o progndstico a partir de testes /n vitro (Health Protection Branch Mutagenicity
Guidelines, 1993; Auletta et al, 1993), devido as diferencas de metabolizacdo. Muitos
compostos podem necessitar ativacdo metabdlica para demonstrar o efeito genotdxico
(Legator & Ward Jr., 1991), e a ativacdo metabdlica extrinseca, como aquela feita através da
fracdo microssomal S9 do figado de ratos, ndo reproduz necessariamente condi¢des iguais as
in vivo.

Os testes a serem utilizados serdo apresentados em relacdo ao organismo usado, ao
tipo de identificagdo do efeito biol6gico e vantagens para o monitoramento do ambiente. O
teste de mutagdo génica em pélos estaminais de 7radescantia e o teste de Ames séo
técnicas de uso rotineiro em laboratdrios de genotoxicidade. Ja o teste Cometa esta em fase

de validacdo como método internacionalmente aceito para o monitoramento ambiental.

1.2.1. Planéarias

Planaria € o nome comum para varios géneros deste turbelario de vida livre,

pertencente a ordem Tricladida. O nome deste grupo esta relacionado a forma caracteristica



de sua cavidade digestiva, dividida em trés ramos. A maioria das espécies varia de 0,32 a
2,54 cm, embora algumas formas gigantes tropicais cheguem a 60cm de comprimento.
Embora as planarias possam ser encontradas em ambientes marinhos ou terrestres amidos,
a maioria é de agua doce. Elas rastejam sobre uma camada de muco secretada por células
epidérmicas especializadas. As formas menores movem-se através de cilios e as maiores por
meio de contracfes musculares. Células tacteis e quimiorreceptoras localizadas na epiderme
servem como 6rgdos dos sentidos e na maioria das espécies estdo agrupadas em auriculas,
nos lados da cabeca. Possuem células pigmentadas sensiveis a luz formando ocelos ou olhos
primitivos. Planarias sdo normalmente carnivoras ou necréfagas, portanto, consumidoras de
3% ordem e concentradoras das substancias presentes no meio, pois alimentam-se de
microorganismos filtradores como cladéceros, rotiferos e outros componentes do
zooplancton e também de moluscos, anelideos, ovos e larvas de insetos como mosquitos e
borrachudos.

As maioria das planarias € hermafrodita, reproduz-se sexuadamente, realizando
fecundacdo cruzada. No entanto, planarias semelhantes a Girardia tigrina, sdo muito
estudadas em laboratdério pela sua capacidade adicional de reproducédo assexuada, por uma
ruptura transversal do corpo (The Columbia Encyclopedia, 1993). O mesmo ocorre com
algumas populacdes de G. schubarti. Os estudos sobre a reproducdo destas planarias em
nosso laboratério tém evidenciado que individuos com células dipléides reproduzem-se
sexuadamente; e as tripldides (como é o caso de algumas G. schubarti e G. tigrina) ou
mixoploides (algumas populacdes de G. schubarti), reproduzem-se assexuadamente
(Knakievicz, 1998).

G. tigrina (2n=16), G. schubarti (2n=8) e G. schubarti mixopléide (2n=8/3n=12) séo
apenas algumas das espécies encontradas no Sul do Brasil (Kawakatsu et a/., 1976), mas
foram escolhidas, dentre outras, como objetos do nosso estudo, pelo fato de serem
facilmente encontradas na natureza em nosso Estado e adaptarem-se bem as condi¢des de
laboratorio.

G. schubarti e G. tigrina sao sensiveis a genotéxicos de referéncia,
independentemente do modo de acdo. Foi testada a sua sensibilidade genotéxica ao metil
metanossulfonato (MMS), um clastogénico de acgao direta sobre o DNA, a ciclofosfamida,
uma substancia dependente de metabolizagdo para produzir mutagdes e a radiacéo vy, agente
fisico que causa quebras duplas e simples no DNA (Lau, 1998). A comparacdo de resultados
esclarecera sobre a possibilidade de sensibilidades diferentes entre tais espécies.

N&o havia, até 0 momento, noticias do uso de planarias em testes de genotoxicidade.
A Unica referéncia disponivel é publicacdo do nosso proprio grupo de pesquisa. Guecheva et

al. (2001) usaram planarias G. schubarti mixopléides para avaliar o potencial genotoxico do



sulfato de cobre. Entretanto, planarias paludicolas tém sido utilizadas de modo disperso pelo
mundo como indicadoras da qualidade de é&guas e para avaliar o efeito téxico de
substancias. Os tipos de analise sdo variados. Dessa forma, Best et a/ (198la; 1981b)
investigaram respostas toxicas agudas de clordane e metilmercirio sobre Dugesia
dorotocephala, e Best e Morita (1982) observaram respostas teratoldgicas de planéarias D.
dorotocephala integras e em regeneracdo a agentes teratogénicos especificos para
mamiferos como mercurio, actinomicina D, colchicina, colcemid, puromicina, etanol, cadmio
e chumbo. Congiu et al. (1989) estudaram respostas tOxicas (mortalidade e frequiéncia de
fissdo) de Dugesia gonocephala ao selénio e mercurio. Nelson et al. (1994) verificaram a
suscetibilidade de Dugesia (G.) tigrina a pesticidas e reguladores de crescimento para insetos
(IGRs) sob condi¢cBes de campo, jA que as planarias dessa espécie, juntamente com D.
dorotocephala, sdo usadas como agentes biocontroladores de larvas de mosquitos. Mais
recentemente, Raffa e Valdez (2001) expuseram planarias a doses crescentes de cocaina e
verificaram que a suUbita abstencdo a droga causou uma diminuicdo na velocidade de
locomocdo dos animais. Nano et a/. (2002) usaram um ensaio de toxicidade em planérias
para avaliar a toxicidade de extratos aquosos de fungos usados como fitoterapicos. De Lucca
et al. (2001) usaram G. tigrina para avaliar toxicidade aguda ao dicromato de potassio e um
trabalho semelhante foi realizado anos antes por Preza (1995) aqui no Brasil. Também no
Brasil, Safadi (1993) empregou G. tigrina para avaliar o grau de degeneracao, capacidade de
reacdo ao toque e morte com desintegracdo do corpo apds exposicdo aguda a compostos
metalicos (mercurio, cobre, cadmio, cromo e zinco).

Apesar do uso incipiente das planarias em testes de mutagenicidade, varios motivos
tornam-nas especialmente recomendadas como organismos-teste para avaliacdes da

genotoxicidade de substancias e de amostras ambientais:

I. elas tém uma grande capacidade de regeneracdo (Best et al, 1968;
Chandebois, 1971; Bagufia, 1975). A planaria pode ser cortada em varios
pedagos, assim, torna-se controle de si mesma, eliminando diferencas

interindividuais que influenciam nas respostas aos tratamentos;

Il. as planarias possuem poucos cromossomos (G. tigrina tem 2n = 16, G.
schubarti 2n = 8 e G. schubarti mixopléide apresenta células 2n = 8 e 3n =
12) e o tecido em regeneracdo tem um alto indice mitético (Best et al/., 1968;
Bagufa, 1975; Schirmann & Peter, 1998; Schiurmann et al, 1998). Os
cromossomos sdo grandes e quase sempre todos os pares sdo identificaveis

sem bandamento (Benazzi & Benazzi Lentati, 1976). Populagdes com



cariotipos diploides apresentam reproducdo sexuada. Sdo hermafroditas,
realizando fecundacdo sempre cruzada, o0 que mantém a variabilidade
genética da populacdo. A populacdo mixoploide apresenta reproducéo

exclusivamente assexuada (Bagufia et al/., 1999; Alvarado, 2000a; 2000b);

I1l. adaptam-se muito bem as condi¢Ges de laboratério e seu cultivo é barato e

facil;

IV. sdo altamente sensiveis a agentes genotoxicos e mostram resisténcia a
toxicidade, sobrevivendo a inducédo de aberracdes cromossdmicas e quebras
no DNA durante o tratamento com drogas e amostras ambientais de aguas

ou misturas complexas (Lau, 1998);

V. as espécies selecionadas sé@o facilmente encontradas na natureza, permitindo
comparagdes dos resultados entre experimentos controlados de laboratorio e
avaliacOes feitas diretamente no ambiente (Marcus, 1946; Kawakatsu et al.,
1982);

VI. sdao bioindicadoras naturais da qualidade da agua. G. tigrina é relativamente
resistente a poluicdo, sendo encontrada em aguas paradas, pantanosas e as
vezes poluidas, o que assegura sua sobrevivéncia para a realizacdo dos
testes, mas possui alta sensibilidade genotoxica. Ja G. schubarti apresenta
menor resisténcia a poluicdo em contrapartida a, possivelmente, uma maior

sensibilidade genotoxica;

VII. possuem capacidade de metabolizar substancias complexas, o0 que é

prioritario para a avaliacdo de amostras ambientais (Lau, 1998).

As planarias tém sido amplamente estudadas em nosso laboratério, devido as
vantagens apresentadas, como novos organismos em testes de avaliacdo da genotoxicidade
ambiental. Diante dos resultados obtidos até o momento, principalmente aqueles que se
referem a sua grande sensibilidade genotoxica e capacidade de metabolizacao,
continuaremos as pesquisas para acrescentar mais dados que comprovem a sua eficacia,
para atingir o objetivo de valida-las como organismos internacionalmente aceitos para
monitoramento ambiental. Os resultados, indubitavelmente positivos em todos o0s

experimentos realizados até o momento, garantem o seu valor preditivo como organismos-



teste adequados para avaliacbes da genotoxicidade ambiental, especialmente para amostras

de aguas ou misturas complexas (Lau, 1998; Guecheva et al., 2001).

1.2.2. Tradescantia

Plantas superiores sdo organismos utilizados mundialmente para biomonitoramento
ambiental. Tem-se acumulado uma ampla bibliografia sobre testes de genotoxicidade e
mutagenicidade em plantas. Existem grupos de pesquisa dispersos pelo mundo que
desenvolvem especificamente pesquisas com plantas para o monitoramento ambiental. Um
exemplo é o “International Program on Plant bioassays” (IPPB). Este grupo tem como
objetivo 0 uso de bioensaios em plantas para testar ou monitorar mutagénicos e
carcinogénicos ambientais no ar, 4gua e solo. O seu objetivo € manter a qualidade desses
elementos essenciais a vida e usar indicadores simples de poluicdo ambiental como
instrumento de educacdo ambiental para o publico em geral (Ma, 1999). Outro desses
grupos é o EuroBionet, the 'European Network for the Assessment of Air Quality by the Use
of Bioindicator Plants'. Esta é uma cooperativa formada de autoridades publicas e cientificas
de doze cidades em oito paises. Num Uunico trabalho usaram as plantas bioindicadoras
Nicotiana tabacum Bel W3, Populus nigra Brandaris, Tradescantia sp. clone 4430, Lolium
multiflorum italicum e Brassica oleracea acephala em 90 pontos de monitoramento,
avaliando danos visiveis, parametros de crescimento e medindo o acumulo de substancias
toxicas nas suas folhas (Klump et al., 2002).

A Tradescantia € uma planta superior conhecida por ser altamente sensivel a
mutagénicos e adequada para o monitoramento /n7 /oco. Em 1930 7. paludosa comecgou a ser
usada para estudos de aberracdes cromossémicas e em 1950 iniciou-se 0 seu emprego no
monitoramento /1 /oco para deteccdo de efeitos da radiacdo sobre os cromossomos (revisdo
em Ma & Harris, 1985). A Tradescantia clone 4430 € hibrida entre 7. subacaulis e T.
hirsutiflora e possui 2n=12. Ela possui poucas ramificagbes, com pélos muito longos cobrindo
a superficie das folhas e hastes. As inflorescéncias jovens, do tipo cimeira, sdo formadas por
16 a 20 botdes. As flores, azuis no clone 4430, sob condi¢des naturais florescem no veréo e
no inicio do outono (Ma, 1982), mas podem ser induzidas o ano todo se suplementadas com
luz artificial, perfazendo um ciclo total de 17 horas de luz por dia (Rodrigues et al., 1998). As
plantas mantém a altura entre 40 e 60 cm quando cultivadas em potes plasticos, e devem
ser mantidas apenas 6 a 8 hastes em desenvolvimento por pote, para manter e/ou aumentar
a producao de flores. A exposicdo as amostras ambientais em laboratério ou /n7 /oco pode ser
feita através dos chamados ‘cuttings’, que s&o cortes das hastes que contém as

inflorescéncias. E necessaria uma populacio de cerca de 500 vasos para obter-se no minimo



200 cortes de plantas em excelentes condi¢cdes para teste, a cada duas semanas. As
inflorescéncias ndo usadas para testes devem ser coletadas, para que outras novas se
desenvolvam (Rodrigues et al.,, 1998). A Tradescantia € um organismo internacionalmente
aceito para monitoramento ambiental. E usada para avaliar a mutagenicidade de aguas, ar e
solos. Em S&o Paulo foi estudada a clastogenicidade dos extratos de material particulado de
amostras de ar em teste de microndcleos com uma cultivar comum em jardins, 7radescantia
pallida cv. purpurea, que mostrou sensibilidade semelhante aos clones 4430 ou 03, padrbes
para o biomonitoramento ambiental (Batalha ef a/., 1999). O mesmo grupo de pesquisa, da
Universidade de S&o Paulo, realizou testes de monitoramento /7 s/itu para avaliar a poluicdo
do ar préxima a um incinerador de dejetos sélidos utilizando o teste de mutacédo génica em
pélos estaminais de 7radescantia (Ferreira et al., 2000).

As plantas tém, em geral, vantagens para estudos de mutagénicos ambientais, e
Tradescantia possuem caracteristicas que as fazem especialmente adequadas ao
monitoramento /7 /oco. Estas caracteristicas sdo (Ma & Harris, 1985):

I. cromossomos eucaridticos grandes em tamanho e em pequeno nimero, com
2n = 12;

Il. genes marcadores de mutacdes pontuais, como a mutacdo génica identificada

por células cor-de-rosa nos pélos estaminais do clone 4430;

Ill. portateis através dos seus cortes, podendo ser facilmente transportadas e

manipuladas nos locais de exposicao;
IV. capacidade de metabolizacdo que permite transformar pré-mutagénicos em
mutagénicos efetivos, portanto adequadas para a avaliagdo de misturas

complexas (Rodrigues et a/., 1998) e,

V. adequadas para o monitoramento de qualquer ambiente, seja ele, aquatico,

aéreo ou terrestre.

Os testes a serem realizados nos organismos relacionados acima podem ser divididos

em duas categorias. S8o elas: teste de genotoxicidade e testes de mutac¢édo génica.
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1.3. O Teste Cometa

O teste Cometa é um teste de genotoxicidade que detecta danos primarios causados
no DNA do tipo quebras de fita Unica, diretas ou induzidas por lesdes, cujo procedimento do
ensaio na sua versao alcalina torna essas anomalias les6es alcalilabeis detectaveis (Green et
al, 1992; Fairbairn et al,1995; Tice, 1995b; Speit, Com. Pessoal 1996). Portanto, é
indicativo de mutagenicidade, ja que tais lesdes podem sofrer reparacdo. Apresenta as
vantagens de ser simples, rapido, sensivel e de baixo custo. Fornece resultados em nivel de
células individuais, sendo necessarias amostras celulares extremamente pequenas. Uma das
vantagens do teste Cometa é que pode ser usado para mensurar quebras de DNA em
quaisquer tipos de células eucariotas, ndo necessariamente em proliferacdo, sendo
necessaria apenas uma boa suspensédo celular (Green et al., 1992; Betti et al., 1994; Ribas
et al., 1995; Ross et al,, 1995; Tice, 1995b; Tice et al., 1996). E crescente a utilizacdo do
teste em animais /7 vivo (Pool-Zobel et al., 1993; Verschaeve & Gilles, 1995; Ralph et al.,
1996; Kreja et al., 1996; Salagovic et al., 1996; Tuo et al.,, 1996) em o6rgaos-alvo especificos
(Pool-Zobel et al.,, 1994; Sasaki et al., 1997). Tem uma aplicacdo potencialmente ampla em
testes de genotoxicidade /n vitro e in vivo, em estudos de dano e reparo no DNA e
biomonitoramento humano e ambiental (revisdes em Cotelle & Férard, 1999; Tice et al.
2000).

O teste consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas células lisadas sob
condi¢Bes alcalinas e embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre laminas
para microscopia. Apdés a coloracdo com brometo de etidio, os nucleos intactos sdo
redondos. J& nas células lesadas, o DNA livre migra do nucleo em direcdo ao anodo,
mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um Cometa (Green et
al, 1992; McKelvey-Martin et al., 1993; Olive et al., 1993). Quanto maior 0 dano no DNA,
maior serd esta cauda do Cometa. O teste detecta danos ao DNA do tipo quebras de fita
Unica (SSBs - Simple Strand Breaks), diretas ou induzidas por lesées como metilacdo e
adutos, cujo procedimento torna essas anomalias lesdes alcalilabeis, detectadas sob as
condi¢bes do ensaio na sua versdo alcalina (Green et al., 1992; Fairbairn et al., 1995; Tice,
1995b; Speit, 1996b). Em contrapartida os indutores de ligagbes cruzadas, por exemplo a
ciclofosfamida, sdo menos detectados, provavelmente por estabilizarem a cromatina. No
entanto, a partir de alteragdes nos parametros do teste sugeridas por Merk & Speit (1999),
as ligacbes cruzadas sdo detectadas, observando-se um claro decréscimo na migracdo de
DNA induzido por radiacdo y. Hartmann e Speit (1997) propuseram um protocolo para
distinguir-se genotoxicidade e citotoxicidade. A reparacdo do DNA tem um efeito complicador

sobre os resultados do teste Cometa, pois elimina rapidamente as lesBGes limitando a
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persisténcia dos efeitos dos mutagenos e por outro lado torna detectaveis os adutos, que
sdo induzidos pelos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, devido principalmente as
quebras causadas no processo de excisdo. Por outro lado, o sistema de reparacdo elimina
rapidamente as lesfes, limitando a persisténcia dos efeitos dos mutagenos. Os metais, que
agem restringindo a reparacao, podem reforcar a deteccdo de danos ao DNA. Certas lesdes
ao DNA, como o dano oxidativo nas bases, normalmente ndo sédo detectados no protocolo
padrdo do teste Cometa, mas, tornam-se detectaveis quando sdo adicionadas enzimas de
reparacdo do DNA ao sistema (Speit & Hartmann, 1996).

Estudos /n vivo com controles positivos e negativos tém demonstrado que, em fungéo
da variabilidade dos resultados, € necessario que o obtido com populacdes em teste seja
sempre comparado com 0 nivel basico dos controles negativos, assim, pode-se ou nao
validar a resposta positiva, e caracterizar 0 risco genotéxico. Ainda sdo necessarias mais
informacdes sobre a variabilidade das medidas e sobre a influéncia de possiveis fatores que
possam alterar os resultados (Speit & Hartmann, 1996).

A analise dos resultados pode ser feita de forma sofisticada, usando-se um sistema
de analise de imagens (O'Neill et a/, 1993; Pool-Zobel et al., 1994; Monteith & Vanstone,
1995; Kreja et al., 1996; Salagovic et al, 1996; Anderson et al, 1997). Pode-se proceder
ainda a analise de forma bastante simples, com medidas das células através de uma lente
ocular com escala (Betti et al., 1994; Hartmann et al., 1995; Ribas et al., 1995; Pandrangi et
al, 1995; Verschaeve & Gilles, 1995; Rojas et al, 1996; Ralph et al, 1996; Tuo et al.,
1996); ou ainda através da avaliacdo visual das classes de dano (de O - sem dano, a IV -
dano maximo), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por uma populacéo
de células (Collins et al., 1993; Anderson et al., 1994a). Olive et al. (1993) e Fairbairn et al.
(1995) sugerem que, além dessas classes, pode-se identificar apoptose celular, caracterizada
pela separacdo radical entre a cabeca e a cauda do Cometa. Através da identificagdo dos
diferentes niveis de dano ao DNA sofridos pelas células, pode-se obter informacdo sobre
eventuais intensidades diferentes de danos, sofridos por subpopulacdes celulares especificas
(Speit & Hartmann, 1996). Todos esses métodos citados sdo aceitos em publicacdes (Ross et
al., 1995; Fairbairn et al., 1995; Tice, 1995b; Speit, 1996b; Cotelle & Férard, 1999; Tice,
2000).

O teste Cometa tem sido usado na avaliacdo da amplitude dos danos ao DNA (Pool-
Zobel et al, 1993) por causa da sua crescente aceitacdo como um novo teste de
genotoxicidade (McKelvey-Martin et al, 1993; Fairbairn et al, 1995) e habilidade em
detectar danos, em concordancia com outros métodos de avaliagdo da genotoxicidade
induzida (Monteith & Vanstone, 1995), dependendo do agente testado e de seu modo de

acdo (Anderson et al., 1997). Tem sido amplamente usado para o monitoramento ambiental
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(Tice, 1995a; Salagovic et al., 1996; Silva et al., 2000), na avaliacdo de quebras no DNA em
organismos aquaticos (Mitchelmore & Chipman, 1998; Guecheva et al., 2001). Este teste foi

aplicado nas planarias G. tigrina, G. schubarti dipléide e G. schubarti mixopléide.

1.4. Testes de Mutacao Génica

Os testes de mutacdo génica usados foram o teste de avaliacdo de mutacdo génica
em pélos estaminais de T7radescantia (Trad-SHM), e o teste de Ames ou ensaio
Salmonellalmicrossoma, realizado por outra pesquisadora, cujos resultados foram

comparados COm OS NOSSOS.

1.4.1. O Teste de Ames ou ensaio de Sa/monella/microssoma

Trata-se de um teste rapido e seguro, apesar de ter um custo relativamente alto
gquando comparado aos demais testes usados neste trabalho. Um grande banco de dados
tem sido acumulado com este ensaio, confirmando sua capacidade para deteccdo de
compostos geneticamente ativos com uma eficiéncia de cerca de 80%. E o teste mais
empregado na avaliacdo da seguranca de produtos, substancias e amostras liquidas (Vargas,
1992; Henriques, 1987).

O objetivo do ensaio de Sa/monella/microssoma € avaliar o potencial mutagénico de
um produto especifico pelo seu efeito sobre uma ou mais linhagens de Salmonella
auxotréfica para o aminoacido histidina.

Linhagens de Salmonella typhimurium foram construidas com o objetivo de detectar
diferentes tipos de acdo mutagénica, possuindo também mutacBes e plasmideos capazes de
aumentar sua sensibilidade. Para que a avaliacdo da mutagénese seja mais ampla, utiliza-se
um conjunto de linhagens, cada uma delas contendo um tipo diferente de mutagdo no
operon da Histidina.

Quando as linhagens de Sa/monella sdo expostas a um agente mutagénico, algumas
das bactérias na populagao tratada sofrem mudancas genéticas através de interacdo quimica
com o produto que estd sendo testado. Quando estas mudancas ocorrem no gene da
histidina (anteriormente mutado), a bactéria reverte de seu estado auxotrofico para o
aminoacido histidina para o estado prototroéfico e, conseqiientemente, passa a ser capaz de
crescer em um meio de cultura onde nédo existe histidina adicionada.

Diferentes linhagens testadoras sdo usadas porque cada uma delas pode ser mutada
por uma determinada classe de agente mutagénico. Um composto que € mutagénico para

uma linhagem ndo é necessariamente para outra (Vargas, 1992; Henriques, 1987; Le
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Curieux et al., 1993; Bernacchi et al, 1996). Neste trabalho, foram usadas as linhagens
TAL100 e TA98 de S. typhimurium.

A linhagem TA98 detecta mutagénicos que causam defasagem no quadro de leitura
do DNA (frameshift mutation) e a linhagem TA100 detecta mutagénicos que causam
substituicdo de pares de base do DNA (Maron & Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000).

Em testes com procariotos, um componente importante é a fracdo microssomal S9,
um sistema enzimatico xenobidtico de metabolizacdo de substancias. Este sistema
enzimatico é extraido de células de figado de ratos e tem a funcdo de mimetizar o
metabolismo de mamiferos nas bactérias. A fungdo primaria deste sistema Microssomal é
proteger a célula, degradando fisiologicamente substancias inerentes ao metabolismo celular
e detoxificando substancias estranhas a célula. Porém, algumas substancias inativas quando
em contato direto com a célula (pré-mutagénicos), podem se tornar mutagenos efetivos por
acdo da fracdo S9, permitindo que seja avaliada a acdo genotdxica dos metabdlitos dos

agentes testados (Crosby, 1998; Mortelmans & Zeiger, 2000).

1.4.2. O Trad-SHM

O T7rad-SHM é simples, relativamente rapido (dura de 11 a 14 dias) e adequado para
experimentos em laboratério ou /n /oco. As principais células neste ensaio sdo as células
mitdticas dos pélos estaminais que se desenvolvem nos botdes de flor jovens. O ensaio é
baseado no fato de que estas células do clone 4430 sd@o heterozigotas para cor de flor, com
um marcador fenotipico visivel que muda a pigmentacdo de azul (dominante) para rosa
(recessivo). Assim, as mutacBes no alelo azul irdo produzir uma célula recessiva rosa entre
as células azuis, num Unico evento mutacional. Tendo ocorrido uma mutacgdo rosa, a célula
pode continuar se dividindo, dando razao a uma série contigua de células rosa. Tal série de
células rosa delimitada por células azuis em um pélo estaminal sdo também consideradas um
Unico evento mutacional. Um pélo estaminal que possui duas células rosa separadas por
uma ou mais células azuis € considerado como tendo sofrido dois eventos mutacionais. Este
ensaio tem sido usado para o estudo dos efeitos genéticos induzidos por radiacdo, agentes
mutagénicos presentes no ar e compostos organicos volateis, agentes quimicos em forma
liquida, sedimento, amostras de solo, fumaca de maquinas, monitoramento /7 /oco de aguas

e efluentes aquaticos (revisdo em Ma et al., 1994).
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1.5. Dimenséao do Problema

Com dimensdes continentais e 70% da populacdo concentrada em areas urbanas, o
Brasil € o pais em desenvolvimento que mais tem atraido a atencdo internacional. A poluicao
e o desmatamento ameacam 0 equilibrio ambiental de seus diversificados ecossistemas,
inclusive o de maior biodiversidade do planeta, o amazénico.

O agravamento dos problemas ambientais no pais estd ligado a
industrializacdo, iniciada na década de 50, ao modelo agricola monocultor e exportador
instituido desde os anos 70, a urbanizagcdo acelerada e a desigualdade socioeconémica. Nas
grandes cidades, dejetos humanos e residuos industriais saturam a deficiente rede de
saneamento basico e envenenam aguas e solos. Gases liberados por veiculos e fabricas,
além das queimadas no interior, poluem a atmosfera. Todos os processos de combustao,
incluindo o cigarro, costumam produzir uma grande quantidade de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, por isso estes compostos sdo um dos grandes problemas ambientais
decorrentes do modelo de sociedade moderna (Secretaria da Coordenacdo e Planejamento
do RGS - Pré Guaiba, 1998).

1.5.1. A Bacia Hidrografica do Lago Guaiba

A bacia hidrogréfica do Lago Guaiba, situada no estado do Rio Grande do Sul, sul do
Brasil, é a mais importante do Estado, sendo formada por 8 sub-bacias (Guaiba, Gravatai,
Sinos, Cai, Taquari-Antas, Alto Jacui, Vacacai e Pardo/Baixo Jacui), em cuja a drea moram
aproximadamente de 5,9 milh6es de habitantes, em 251 municipios dos 497 existentes no
Estado.

As 4guas da bacia do Lago Guaiba sdo utilizadas como fonte de abastecimento para
cerca de 1 milh@o de habitantes (97% da populacdo de Porto Alegre), e sdo uma importante
via de navegacdo, pois ligam o centro do estado ao porto de Rio Grande. S&o ainda
utilizadas para recreagdo, pesca, irrigacdo, habitat de espécies, fonte de lazer, turismo e
harmonia paisagistica (Secretaria da Coordenacdo e Planejamento do RGS — Pr6 Guaiba,
1998).

Estdo localizadas na area dessa bacia 8.236 industrias (Pr6-Guaiba/Fepam, 1997).
Muitas destas industrias sdo representantes dos principais setores produtivos do Estado:
siderurgia, refinaria de petroleo, indistrias de cimento, papel, celulose, petroquimica,
extracdo carbonifera, lavouras de exportacdo, setor coureiro-calgadista e metal-mecanico
(Secretaria da Coordenacdo e Planejamento do RS — Pr6 Guaiba, 1998). Esses setores sdo

responsaveis por 86% do PIB do Rio Grande do Sul e 6,54% do PIB do Brasil. Em suas
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margens ainda estdo presentes zonas de agricultura intensiva e regides urbanas incluindo a
regido metropolitana da capital, Porto Alegre.

A bacia do Guaiba tem representados em suas margens 0s principais ecossistemas do
Rio Grande do Sul e concentra 28 unidades de conservacdo da natureza. Dentre estas
podemos salientar a Reserva da Serra Geral, que abriga uma significativa mostra da mata
atlantica, o Arquipélago do Delta do Jacui, que abriga uma enorme diversidade de espécies,
e 0 Parque de Itapud, composto por um mosaico de ecossistemas que incluem campos,
areias, restingas, ilhas, praias e morros, que servem de reflgio para diversas espécies,
estando muitas delas em extin¢do (Secretaria da Coordenacéo e Planejamento do RGS — Pro
Guaiba, 1998).

1.5.2. O Projeto Pré-Guaiba

No estado do Rio Grande do Sul o projeto Pré-Guaiba adotou uma dindmica de
planejamento concebida a partir de diagnosticos que evidenciaram as necessidades da
execucdo de obras de carater emergencial, além de propor formas de intervencéo através da
formulacé@o de planos que visam o desenvolvimento racional, incentivando uma nova postura
da administracdo publica e das popula¢Bes urbanas e rurais que vivem da bacia hidrogréafica
do Guaiba. Os diagndsticos realizados para as areas urbanas e rurais da bacia, a partir das
informacdes de diversas instituicdes estaduais e municipais, revelaram a existéncia de
situagdes de poluicdo ambiental generalizada em todas as sub-bacias. Nas areas urbanas o0s
problemas estdo mais concentrados nos municipios de maior populacédo e industrializacéo,
refletindo a falta de esgotos sanitarios, especialmente nas sub-bacias do Guaiba, Gravatai e
Sinos; a necessidade de ampliar os tratamentos de despejos gerais de natureza industrial,
especialmente nas sub-bacias do Baixo e Médio Jacui, Sinos, Gravatai, Cai e Guaiba; a
necessidade de ampliar e melhorar os servicos de coleta, tratamento, e disposi¢éo final de
residuos sélidos, especialmente nas sub-bacias do Guaiba, Gravatai, Sinos e Baixo Jacui. Nas
areas rurais, as questfes mais criticas referem-se a erosdo, desmatamentos, assoreamento
de cursos d'agua e a contaminacdo por agrotoxicos e residuos organicos. Esses problemas
acarretam graves reflexos sobre o solo, flora, fauna, ar e agua. Essa situacéo ocorre em toda
a Bacia do Guaiba (Secretaria da Coordenacéo e Planejamento do RGS — Pr6 Guaiba, 1998).

Além de acBGes de controle de poluicdo ambiental, verificou-se a necessidade de
recuperar, manter, e ampliar as acfes de monitoramento das 4guas e do ar nas areas mais
comprometidas. O projeto Rede de Monitoramento Ambiental, compreendido pelo programa,
visa acompanhar a evolucdo da qualidade ambiental e levantar indicadores de degradacéo

do meio ambiente, e desenvolve subprojetos como: medicdo e avaliacdo da qualidade e
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gquantidade da agua dos rios formadores do Guaiba, e monitoramento do ar e parédmetros
meteoroldgicos, especialmente na Regido Metropolitana de Porto Alegre.

A Rede de Monitoramento Ambiental ja esta atuando dentro do programa Proé-
Guaiba, realizando avaliacbes de parémetros relacionados a toxicidade, através do DMAE
(Departamento Municipal de Agua e Esgotos) e FEPAM (Fundacdo Estadual de Protec&o
Ambiental). O DMAE estd fazendo coletas de agua em pontos determinados, e realiza o
monitoramento dos parametros cor, alcalinidade, dureza, nitrito, nitrato, aluminio, bario,
ferro total, manganés, coliformes totais e plancton. Nos pontos de captacdo s&o
determinados um maior nimero de parametros, além desses ja citados. Na estacdo 31, foz
do Rio Gravatai, ponto de monitoramento considerado como prioritario pelo programa Pro-
Guaiba, além dos parametros ja citados, sdo monitorados a transparéncia, profundidade,
temperatura do ar e da agua, pH, oxigénio dissolvido, condutividade, DBOs, DQO, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio organico, turbidez, fosfato orto e total, residuo total, cAdmio, chumbo,
cobre, cromo total, mercurio, niquel, zinco, cloreto, fendis, surfactantes e coliformes fecais.

As aguas da bacia do Guaiba foram classificadas pelo DMAE (Departamento Municipal
de Aguas e Esgoto) utilizando um indice denominado 1QA (indice de Qualidade de Agua). O
IQA é uma forma simplificada de apresentacdo das condi¢bes da qualidade da agua (Tabela
1). O calculo é feito a partir dos parametros oxigénio dissolvido (OD), coliformes fecais, pH,
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), fosfato total, nitrato, turbidez e sdlidos totais. O
IQA enquadra as aguas nas seguintes faixas: MUITO RUIM (0 — 25); RUIM (26 — 50);
REGULAR (51 — 70); BOM (71 — 90) e EXCELENTE (91 — 100) (Bendati et a/, 2000). E
importante mencionar que cada corpo d'agua formador do Lago Guaiba apresentou uma

classificacdo prépria (Bendati et a/., 2000), conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Classifica¢cfes do Guaiba e dos seus principais afluentes através do 1QA,

segundo o Departamento Municipal de Aguas e Esgotos (DMAE).

Corpos d’agua Indice de Qualidade de Agua (1QA)
Rio Gravatai entre muito ruim e ruim
Rio dos Sinos entre regular e ruim
Rio Cai melhor qualidade dos formadores do Guaiba
Rio Jacui melhor qualidade dos formadores do Guaiba
Arroio Dilavio entre muito ruim e ruim
Lago Guaiba (préximo ao DilGvio) entre regular e ruim
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E possivel observar diferencas na qualidade das aguas das diferentes regides, o que
esta relacionado com as interferéncias que estes cursos hidricos sofrem ao longo de seus
percursos, sendo aqueles contaminados por uma maior atividade industrial e urbana, os mais
prejudicados.

Buscando uma avaliacdo mais completa do que a exigida pela legislacdo vigente, o
potencial mutagénico das aguas e sedimentos da bacia do Lago Guaiba vem sendo avaliado
e monitorado em diversos estudos realizados por varios pesquisadores da UFRGS. Como
exemplos de testes de mutacdo cromossOmica, podemos citar os trabalhos de: Lemos
(1998), que realizou o estudo genotoxico de amostras do Rio Cai através de testes de
micronlcleos em eritrécitos de peixes e de humanos, e troca entre cromatides-irmés (SCE)
em células humanas; Gimmler-Luz et al (1992), que fizeram andlise de aberractes
cromossémicas em camundongos tratados com agua de beber das estacBes de coleta do
DMAE em Porto Alegre; Prof. Bernardo Erdtmann e bolsistas de iniciacdo cientifica, que
realizaram teste de micronucleos em peixes submetidos a exposicdo crénica a amostras de
aguas, e efluentes brutos e tratados lancados no Guaiba, e teste de micronucleos e
anomalias em mitose em Allium cepa tratadas com amostras de agua do Guaiba (El Jundi &
Erdtmann, 1995, dados ndo-publicados). Lemos et al. (1994) avaliaram as aguas superficiais
do rio Cai, utilizando o teste de Ames, por método direto e concentrando as amostras.
Nestes estudos foi possivel delimitar a area de influéncia do complexo industrial do Pélo
Petroquimico sobre a mutagenicidade deste rio, perto dos locais de liberacdo de efluentes. A
obtencdo de resultados positivos em 4dguas tomadas como controle negativo foi atribuida a
provavel presenca de pesticidas que escoam das lavouras situadas as margens do rio Cai. A
influéncia do Polo Petroquimico também foi verificada através do teste de trocas entre
crométides-irmds (SCE) (Lemos et al., 1994) e andlise da freqliéncia de micronucleos (Lemos
e Erdtmann, 2000) em linfocitos humanos. Empregando o teste para a Deteccdo de Mutacéo
e Recombinacdo Somatica em Drosophila melanogaster (SMART), Silva (2000) observou que
a genotoxicidade detectada no rio Cai também estd associada a influéncia da liberacdo de
efluentes urbanos.

Mais recentemente, Vargas et al (2001) mostraram que as aguas superficiais e
intersticiais do rio dos Sinos ndo apresentam resposta mutagénica positiva com o teste de
Ames, no entanto, encontraram resultados genotdxicos positivos em amostras de agua e
sedimento deste rio, com o teste de Microtriagem por inducéo Lisogénica.

Quanto ao Lago Guaiba, as amostras de agua superficial avaliadas através do teste
de aberracdes cromoss6micas em medula de camundongos (Guimmler-Luz et a/., 1992), nédo
induziram mutagbes cromossOmicas nos organismos-teste. Entretanto, amostras de

sedimentos analisadas pelo teste de Ames com a linhagem TA98 apresentaram resposta
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mutagénica positiva na auséncia de ativacdo metabdlica, em pontos de coleta préximos a
locais de liberacdo de esgoto urbano (Rolla & Henriques, 1997).

O monitoramento da qualidade do ar é realizado pela Rede de Monitoramento
Ambiental do projeto Pr6-Guaiba através da FEPAM, DMAE e Instituto de Ecologia da UFRGS,
avaliando semanalmente os parametros CO, e material particulado total através de unidades
de captacdo localizadas em locais de intenso fluxo de veiculos automotores e emissdes de
indUstrias. A coleta de tais parédmetros poderia contribuir para o nosso propdésito de
implantar testes de monitoramento do ar /7 /oco em Porto Alegre. A analise de micronucleos
e o teste de mutacdo génica em pélos estaminais de 7radescantia podem ser padronizados e
implementados no monitoramento da qualidade do ar, semelhantemente ao que esta sendo
feito em S&o Paulo (Ma, Rodrigues & Saldiva, 1998; Batalha et al., 1999; Ferreira et al.,
2000).

Como proposito deste trabalho, pretendemos auxiliar a Rede de Monitoramento
Ambiental atuando no monitoramento /n7 foco da genotoxicidade da poluicdo urbana de Porto
Alegre através do teste Cometa em planérias e teste de mutagdo génica em pélos estaminais
de Tradescantia. A realizagdo de testes de mutagenicidade contribui na avaliacdo dos
possiveis efeitos desastrosos sobre a biota. Cabe citar que os testes /7 vivo sdo 0s mais
decisivos e recomendados na literatura internacional (Ashby, 1991; Legator & Ward Jr.,
1991; Auletta et al., 1993; Health Protection Branch Mutagenicity Guidelines, 1993).

Estudos da genotoxicidade através do monitoramento /7 /oco, poderdo contribuir
significativamente para a definicdo do risco de impacto biolégico que estas &areas vém
sofrendo, ajudando na priorizagdo de investimentos para a melhora da qualidade de vida na
cidade de Porto Alegre.

Monitorar o ambiente é absolutamente essencial para identificarmos perigos para a
salde humana e a biota, avaliar métodos de descontaminac¢do do ambiente, e prevenir que

ndo ocorram mais degradacfes aos ecossistemas (Butterworth, 1995).
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1.6. OBJETIVOS

1. Monitoramento do potencial genotdxico das aguas de oito pontos selecionados
da bacia do Guaiba localizados na regido metropolitana de Porto Alegre - RS durante

dois anos, através do teste Cometa em planarias G. tigrina

2. Comparacdo da sensibilidade genotodxica das planarias G. tigrina, G. schubarti e
G. schubarti linhagem mixopldide no teste Cometa em amostras coletadas em duas

estacdes do ano;

3. Comparacdo dos dados obtidos no teste Cometa em planarias com os obtidos no
teste de reversdo génica em S. typhimurium linhagens TA100 e TA98 para quatro pontos

e duas estacdes do ano na bacia do Guaiba;

4. Verificar se ha variagbes sazonais significativas no potencial genotéxico das

amostras de 4guas da bacia do Guaiba;
5. Correlacionar os dados obtidos nos testes de genotoxicidade com o0s parametros
de andlise da qualidade das aguas coletados pelo DMAE nos pontos de monitoramento

selecionados;

6. Realizacdo de testes piloto para padronizacdo do monitoramento do ar /n /oco

atraves do teste de mutacdo génica em pélos estaminais de 7radescantia.
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1. MATERIAL E METODOS

Durante dois anos, foram monitoradas as aguas da bacia hidrografica do Guaiba, em
diferentes pontos, desde o verdo de 1999/2000 até a primavera de 2001, na area da Grande
Porto Alegre. Foram utilizadas planarias como organismo-teste e o teste Cometa para se
avaliar a genotoxicidade de amostras de aguas. Todas as amostras foram testadas usando-
se planéarias da espécie G. tigrina. Em duas amostragens (verdo 2000/2001 e inverno 2001),
foram empregados trés grupos de planarias: G. tigrina, G. schubarti, e G. schubarti
mixoploide (2n/3n), para se avaliar a sensibilidade entre os trés grupos. As planéarias G.
schubarti linhagem mixopléide, que possuem células dipléides (2n=8) e tripléides (3n=12),
foram testadas quanto a adequacdo ao teste Cometa. Se uma espécie responde de maneira
dependente de dose quando submetida a concentracdes crescentes de um mutagénico
conhecido, esta assegurado o seu uso para avaliacdo de amostras ambientais complexas.
Estas mesmas curvas de sensibilidade ja foram obtidas para G. tigrina e G. schubarti dipléide

em trabalhos anteriores (Lau, 1998).

I1.1. Curva de Sensibilidade de G. schubarti Mixopléide Determinada a

Partir do Teste Cometa

Para obter-se tal curva de sensibilidade expbds-se dez planarias G. schubarti
mixoploides durante 5 horas a agua de cultivo deionizada e reconstituida como controle
negativo, e a doses crescentes do clastogénico de acado direta Metil Metanossulfonato (MMS)
C.A.S. [66-27-3] (= 99% de pureza) do laboratério Sigma dissolvido na mesma &agua de

cultivo, em concentracgdes finais relacionadas na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Controle negativo e doses de MMS usadas para obter-se a curva de

sensibilidade de G. schubarti mixopléide.

DOSE DE MMS ( X 102 mM)
0 (C-)
4
6
8
12
16
24
32
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Os resultados foram avaliados pelo teste Cometa. O teste estatistico realizado foi a
correlacdo de Pearson (r). A partir deste experimento determinou-se a dose de 16 x 102 mM
MMS como adequada para 0 experimento de avaliagdo de permanéncia da resposta positiva

em G. schubarti mixoploide.

11.2. Experimento de Avaliacdo da Permanéncia do Dano no DNA de G.

schubarti Mixopléide Apds Exposicao ao Clastogénico MMS

Foram expostas oitenta planarias G. schubarti mixopldides a &gua deionizada e
reconstituida como controle negativo e a 16 x 102 mM MMS durante cinco horas para
avaliacdo da permanéncia da resposta positiva e capacidade de reparacdo de danos no

decorrer dos tempos em horas (h) relacionados na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3. Tempo de reparacdo em G. schubarti mixopldide apds exposicdo ao
MMS.

TEMPO DE REPARAGAO (h)
APOS EXPOSICAO AO MMS

0
2
4
8
12
18
24
48

Apés decorridas as cinco horas de exposicdo ao clastogénico as planéarias foram
colocadas em agua deionizada reconstituida até completar o tempo de reparagéo previsto. O
resultado do controle negativo foi obtido por uma média de trés laminas obtidas de animais

ndo tratados (Tabela 6). O experimento foi avaliado a partir do teste Cometa.
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11.3. Testes de Monitoramento /nn Loco em Porto Alegre

11.3.1. Poluicéo da Agua

Para a avaliacdo do potencial genotoxico da poluicdo da agua os testes realizados
foram:
a) teste Cometa em planarias e
b) teste de Ames. Os resultados do teste de Ames foram obtidos por lzabel Vianna
Villela do laboratério de prestagdo de servicos GENOTOX do Instituto de

Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A amostragem /n /oco foi realizada em pontos selecionados como prioritarios pelo
programa Pro-Guaiba, a partir dos pontos onde o DMAE realiza o monitoramento de

parametros fisico-quimicos. Os pontos de coleta selecionados foram:

1. Foz dos rios formadores do Guaiba: 31, 57, 58 e 59 (Fig. 1);
2. Guaiba: 38, 40, 51b e 61 (Fig. 2).

LAMDC. ol Mo Tovges

Legenda
@ pontos de coleta

Figura 1. Mapa da localizacdo dos pontos selecionados na foz dos rios formadores

da Bacia do Guaiba.
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Figura 2. Mapa da localizacdo dos pontos no Guaiba.




Os pontos selecionados foram a estacdo 31, foz do Rio Gravatai, definida como
prioritaria para o programa Pré-Guaiba, a estacdo 57, foz do Rio Jacui, estacdo 58, foz do
Rio Cai, e 59, foz do Rio dos Sinos, para uma avaliacdo prévia da contribuicdo dos afluentes
para a polui¢cdo da Bacia do Guaiba (Fig. 1). Dos pontos monitorados pelo DMAE no Guaiba
(Fig. 2) selecionamos a estacdo 38, Ponta da Cadeia, por ser um ponto de emissdo
subaquatica de poluicdo urbana (Atlas Ambiental de Porto Alegre, 1998), estacdo 51b, que
recebe efluentes da Riocell, estacdo 61, foz do Guaiba, préxima a Lagoa dos Patos e a
estacdo 40, saida do Arroio Dilavio, que é uma area onde foi constatado um grande impacto

ambiental (Atlas Ambiental de Porto Alegre, 1998).

11.3.1.1. Amostragem in Loco

As amostras de agua sdo coletadas através de sifao a 1,20 m da superficie e
acondicionadas em garrafas plasticas atOxicas. A amostragem € sempre realizada no
segundo més da estacdo do ano amostrada. Chega-se aos pontos em lancha, e sempre a
mesma equipe do DMAE faz as coletas de todas as amostras, para que a amostragem seja
realizada sempre no mesmo local dentro da area abrangida pelo ponto. Os pontos sdo
localizados através de boias e referéncias fisicas em relacdo as margens esquerda e direita
do Guaiba e afluentes. Os parametros temperatura da agua com termdémetro digital e
transparéncia através de disco de Secchi sdo coletados /n /oco. As coletas foram todas
acompanhadas pela pesquisadora e/ou bolsista de iniciagdo cientifica. As amostras foram

estocadas em camara fria a 4°C.

11.3.1.2. Monitoramento da Bacia Hidrogréafica do Guaiba

11.3.1.2.1. Teste Cometa em G. tigrina

O teste Cometa em planarias da espécie G. tigrina foi realizado em todas as amostras
coletadas na bacia do Guaiba para monitoramento de atividade genotoxica. Foi realizada
uma coleta por estacdo do ano para a andlise de possiveis variacdes sazonais por dois anos,
tendo iniciado no verdo entre 1999 e 2000 e terminado na primavera de 2001. Trata-se,
portanto de oito coletas, realizadas com um intervalo de trés meses, onde foram coletadas

as amostras dos oito pontos selecionados ja descritos.
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11.3.1.2.2. Monitoramento da Qualidade das Aguas Através da Coleta de

Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico quimicos alcalinidade, dureza, nitrito, nitrato, aluminio,
coliformes totais, plancton, temperatura do ar e da agua, pH, oxigénio dissolvido,
condutividade, DBOs, DQO, nitrogénio amoniacal, nitrogénio organico, turbidez, fosfato orto
e total, residuo total, cadmio, chumbo, cobre, cromo total, mercurio, niquel, zinco, cloreto,
fendis, surfactantes e coliformes fecais foram coletados e disponibilizados pelo DMAE. Estes
dados séo coletados mensalmente para avaliar a qualidade das aguas.

Os parametros fisico-quimicos coletados foram correlacionados com os resultados
biolégicos obtidos no monitoramento das aguas da bacia hidrografica do Guaiba na regido

metropolitana de Porto Alegre.

11.3.1.2.3. Pluviosidade

Os dados pluviométricos foram obtidos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia,
8° Distrito de Meteorologia em Porto Alegre. O indice pluviométrico total foi coletado uma
semana antes da coleta de amostras até o ultimo dia de amostragem do periodo (ver
Tabela 4). O pluvibmetro esta localizado na referida estacdo meteoroldgica na Av. Cristiano
Fischer, 1297 (LATITUDE 30.01 SUL; LONGITUDE 51.13 OESTE). Os periodos das coletas de

amostras de 4guas e indice pluviométrico pode ser sumarizado na tabela que se segue:
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pluviométrico.

Tabela 4. Estacbes do ano,

datas e periodos de coleta das amostras e indice

PERIODO DE COLETA
DIA
ESTAGAO CO[EQT A PONTOS AMOSTRAGEM DO in ICE
PLUVIOMETRICO
VERAO 26/01 31,57 e58
1999/2000 07/02 38 e 40 26/01 A 17/02/2000 | 19/01 A 17/02/2000
08/02 51b
09/02 61
17/02 59
OUTONO 2000 |17/05 31,57 e58
18/05 59 17/05 A 25/05/2000 | 10/05 A 25/05/2000
23/05 38,40 e 51b
25/05 61
INVERNO 2000 |10/08 31, 57,58 e 59
28/08 38 e 40 10/08 A 30/08/2000 | 03/08 A 30/08/2000
29/08 51b
30/08 61
PRIMAVERA 07/11 59
2000 08/11 31,57 e58 07/11 A 17/11/2000 | 01/11 A 17/11/2000
13/11 38 e 40
16/11 51b
17/11 61
VERAO 07/02 38 e 40
2000/2001 08/02 51b 07/02 A 19/02/2001 | 31/01 A 19/02/2001
14/02 59
15/02 31,57 e58
19/02 61
OUTONO 2001 |07/05 38 e 40
08/05 51b 07/05 A 16/05/2001 | 30/04 A 09/05/2001
10/05 61
15/05 59
16/05 31,57 e 58
INVERNO 2001 |07/08 59
08/08 31,57 e58 07/08 A 15/08/2001 | 31/07 A 15/08/2001
13/08 38 e 40
14/08 51b
15/08 61
PRIMAVERA 06/11 59
2001 07/11 31,57 e58 06/11 A 14/11/2001 | 30/10 A 14/11/2001
12/11 38 e 40
13/11 51b
14/11 61

A pluviosidade foi juntada com os demais parédmetros fisico-quimicos coletados para a
andlise de componentes principais. Também foi correlacionada aos resultados obtidos no

teste Cometa.
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11.3.1.3. Teste Cometa em G. schubarti e G. schubarti Mixopléide para

Comparacéao da Sensibilidade em Relacado a G. tigrina

Para comparacdo da sensibilidade genotdxica das planarias G. tigrina, G. schubarti e
G. schubarti linhagem mixopléide no teste Cometa, foram expostos individuos em amostras
coletadas em duas estacdes do ano (verdo de 1999/2000 e inverno de 2000) e os resultados

foram avaliados através do teste Cometa.

11.3.1.4. Teste de Ames

O teste de Ames foi realizado pelo laboratério de prestacdo de servicos GENOTOX da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul nas amostras coletadas nos pontos 31, 58, 59,
38, 40, a cerca de 20 cm da superficie, no final de marco e final de setembro de 2000 em
conjunto com a equipe da COPESUL. Como esta tese € descritiva, decidimos trabalhar em
conjunto com o laboratério GENOTOX para obtencdo de dados mais completos em relagao
ao potencial genotéxico das aguas da Bacia do Guaiba. Os dados do teste de Ames foram
usados em testes estatisticos para comparacdo com o0s dados obtidos através do teste

Cometa. As comparacdes estdo descritas na discussdo dos resultados.

11.3.2. Poluicédo do Ar

Para a padronizacdo de testes a serem usados nha avaliagdo mdltipla da
genotoxicidade da polui¢do urbana de Porto Alegre foi realizado o monitoramento /n /oco da
poluicdo aérea através do uso do teste de mutacdo génica nos pélos estaminais das flores do
clone 4430 de T7radescantia (Trad-SHM). A avaliacdo foi realizada duas vezes no ponto
controle negativo, para obter-se um histérico da média de muta¢des espontaneas dessas
plantas. Também foi realizada uma exposi¢do aguda dos cortes de 7radescantia ao ar na Av.
Silva SO esquina com Av. Ipiranga para deteccdo de possiveis diferencas em relacdo ao

controle negativo historico.
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11.4. Descricdo dos Testes

11.4.1. Planéarias
11.4.1.1. Origem

G. tigrina e G. schubarti sdo coletadas a campo em varias localidades do estado do
Rio Grande do Sul, mantendo-se nos cultivos de laboratério 0 cruzamento ao acaso para
preservar a variabilidade genética caracteristica das populacdes no seu ambiente natural. As
planéarias G. schubarti mixopléides originaram-se de alguns individuos doados pelo Instituto
de Pesquisa das Planarias da Universidade do Rio dos Sinos no ano de 1993. Estas

reproduzem-se somente de forma assexuada.

11.4.1.2. Cultivo

As planérias sdo mantidas em laboratdrio dentro de recipientes plasticos atdxicos em
agua reconstituida (dureza 20 mgCaCOz/L) em geladeiras com temperatura controlada
(21°C). A alimentacéo é feita semanalmente com figado de boi, ou gema de ovo. A 4gua
precisa ser mantida extremamente limpa, por isso é trocada juntamente com 0s recipientes,
apés a alimentacdo e novamente trocada 2 a 3 dias depois, quando ja se completou o

processo de digestédo e foram liberados dejetos organicos (Wirth & Heller, 1985).

11.4.1.3. Exposicdo e Manutencéo dos Testes

Para cada amostra testada mais controles negativo e positivo, foram expostas 7
planérias G. tigrina e G. schubarti jovens, de aproximadamente 3 meses de idade. As
planarias de reprodugdo exclusivamente assexuada (G. schubarti mixoploides) foram
selecionadas pelo tamanho (entre 1,5 e 2 cm).

As planarias e as amostras de agua sdo deixadas a temperatura ambiente para
aclimatacdo. Apos a montagem do teste os recipientes plasticos atéxicos sdo mantidos em
geladeira com temperatura controlada de 21°C. O tempo total de exposicdo é de 12 dias
para o teste Cometa. As planérias sdo alimentadas dentro da amostra do ponto testado no
primeiro dia e logo ap06s substitui-se a 4gua do ponto. No terceiro dia ap6s o inicio da
exposicdo as amostras sdo novamente trocadas. Alimenta-se novamente as planarias no
quinto, sexto e sétimo dias apds o inicio da exposi¢do, sempre trocando a agua da amostra
antes e apés a alimentacdo. No nono dia as planéarias sdo cortadas e mantidas nas amostras

para regeneracéo dos tecidos.
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11.4.1.4. Exposicao para o Controle Positivo

Para o controle positivo as planarias em regeneragdo sdo expostas ao clastogénico de
referéncia MMS diluido em agua de cultivo. Dilui-se 16,8 uL de MMS em 5 ml de meio Hanks.
Enche-se uma proveta de 500 mL com aproximadamente 250 mL de &gua deionizada
reconstituida, adiciona-se o meio Hanks (HBSS) contendo o clastogénico e agita-se
vigorosamente com bastdo de vidro. Completa-se o volume até 500 mL com a &gua de
cultivo e agita-se novamente. A solugdo de MMS tem uma concentracéo final de 8 x 102 mM.

As planarias sdo expostas ao MMS durante cinco horas.

11.4.2. Teste Cometa

11.4.2.1. Controle Interno do Teste

Como as condicbes do teste Cometa foram primeiramente estabelecidas para
resultados em linfocitos humanos (Hartmann et a/., 1994; Hartmann & Speit, 1995; revisdo
em Fairbairn et al. 1995) estes sdo usados como controle interno dos testes realizados com
outros organismos.

Para o controle positivo prepara-se uma solucdo-méae de MMS, diluindo-se 3,4 ulL de
MMS em 1mL de HBSS pH=7,4, agita-se bem e reserva-se. Num eppendorf, faz-se nova
diluicdo: 10uL de solucdo-mae em 990 uL de HBSS e agita-se. Essa solucdo é designada
como controle I. Coloca-se 200 uL de sangue recém coletado heparinizado num eppendorf e
acrescenta-se 50 plL da solugdo I. Agita-se com cuidado, para ndo produzir danos mecanicos
as células sanguineas, e coloca-se em estufa a 37 °C durante 90 min. Para o controle
negativo interno de sangue humano acrescenta-se 50 uL de HBSS em 200 uL de sangue e
coloca-se em estufa juntamente com o controle positivo. Prepara-se as laminas conforme

descrito no item procedimento do teste.

11.4.2.2. Suspenséao Celular

Apds a exposicdo e trés dias de regeneracdo dos animais € feita uma suspensao
celular que sera usada para o teste Cometa, totalizando doze dias até o procedimento do
teste. Esta suspensdo é realizada imediatamente antes da preparagdo das laminas de cada
amostra e/ou controles:

a) Separa-se as caudas em regeneracdo das planarias expostas as amostras e/ou

controles e coloca-se em eppendorfs de 2 mL;
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Acrescenta-se 400 ulL de tripsina 0,48% para desagregar o tecido e ajuda-se com
pipeta Pasteur em movimentos suaves, por 2 min;

Acrescenta-se 800 uL de soro bovino fetal e centrifuga-se durante 5 min a 1000 rpm;
Descarta-se o liquido do eppendorf com bomba de vacuo;

Ressuspende-se o “pellet” de células em 100 a 200 uL de meio para planéarias
(MTTP), adaptando a concentracéo celular dessa solucdo para aproximadamente 10°
células/mm?,

Prepara-se as laminas usando esta suspenséo celular.

11.4.2.3. Procedimento do Teste Cometa

O teste Cometa é realizado a partir do protocolo de Singh et al (1988) com

alteracOes para adaptacdo do teste as células de planarias:

a)
b)

c)

d)

f)
9)
h)

pré-cobertura das laminas com agarose normal a 1,5% diluida em PBS;

recobrimento das laminas com agarose normal 0,75%;

mistura das células em suspensdo (10 pL) com agarose “low melting” 0,75% (90
uL), distribuicdo nas laminas e recobrimento com laminula para gelificagdo em
geladeira durante 5 min;

as laminulas séo retiradas e as laminas sdo colocadas em solucdo de lise (pH=10)
por no minimo 1 hora, protegidas da luz em geladeira;

apés a lise as laminas sdo colocadas na cuba de eletroforese horizontal, sendo
cobertas por solucdo tampao alcalina (pH=12,6) permanecendo ali por 20 min;
eletroforese por 20 min a 25 volts e corrente de 300 mA,;

lavagem das laminas com solu¢éo neutralizadora (Tris pH=7,5);

coloracdo com brometo de etidio.

Para a analise sdo necessarias de 25 células por lamina e 2 laminas por grupo

tratado. S&o preparadas sempre 3 laminas por tratamento para ter-se uma margem de

seguranga. Ao microscéopio as imagens de forma circular demonstram que o DNA néo foi

lesado, e em forma de “cometa” demonstram lesdo. A analise foi feita com medidas das

células através de uma lente ocular com escala (Betti et a/, 1994); e através da avaliacdo

visual das classes de dano (de 0 - sem dano, a IV - dano maximo), extraindo-se um indice

que expressa o dano geral sofrido por uma populacdo de células (Collins et al, 1993;

Anderson et al., 1994). O indice de dano (ID) é calculado através da frequiéncia relativa de

células com as classes de dano visualizadas, multiplicada pelo valor atribuido a cada classe,
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de 0 a 4. Soma-se tudo e tém-se o ID da amostra e/ou controles. Os testes estatisticos

usados estéo listados na descricdo geral dos experimentos para monitoramento da agua.

11.4.3. Salmonella typhimurium
As linhagens utilizadas foram TA100 e TA98.

11.4.4. Teste de Ames ou teste de reversdo génica em Salmonella

typhimurium

Os testes foram realizados pelo laboratério de prestacdo de servicos GENOTOX do

centro de Biotecnologia da UFRGS.
A metodologia do teste de Ames, aplicado por Vilella (2001) esta descrita na tese

Avaliacdo Genotoxica pelo Teste Salmomella/microssoma e Determinacdo de Contaminantes

Quimicos de Amostras de Agua Superficial da Bacia do Guaiba.
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11.4.5. Tradescantia
11.4.5.1. Origem

As mudas de Tradescantia clone 4430 foram cedidas pelo Dr. Geraldo Stachetti

Rodrigues da Embrapa Meio Ambiente.

11.4.5.2. Cultivo

As mudas estdo em casa de vegetacdo recebendo luz suplementar que perfaz um
total de 17 horas/luz ao dia (Rodrigues et al, 1998). Os vasos sado regados
aproximadamente a cada 3 dias com agua de torneira. A cada 15 dias sdo cortadas as hastes

contendo inflorescéncias para induzir novas floracdes.

11.4.5.3. Exposicao

Para os testes sdo expostos 15-20 cortes contendo inflorescéncias jovens, por
tratamento, colhidos 24 h antes da exposicdo. Os cortes sdo mantidos em agua deionizada,
com aeragdo constante, para um periodo de adaptagdo prévia a exposicdo (Rodrigues et al.,
1998).

Foram avaliados os cortes coletados na casa de vegetacdo para estabelecer-se a taxa
de mutacdes induzidas espontaneamente. Inicialmente conta-se o numero de pélos
estaminais das flores para determinar-se o nimero médio de pélos estaminais por flor e o
namero de eventos mutacionais. O niumero médio de pélos estaminais passa a ser usado
como padrao para os testes e a taxa de mutacdo esponténea € o controle negativo para
comparagdo com o0s resultados das exposicdes nos pontos a serem avaliados. Os cortes
foram expostos no ponto de monitoramento do ar selecionado para o teste prévio (Av. Silva

S6, esquina com Av. Ipiranga) por 14 horas.

11.4.6. Teste 7rad-SHM

ApOs a exposicdo os cortes sdo mantidos em agua deionizada com aerac¢do durante
aproximadamente 10 dias. Este é o tempo de recuperacdo. No intervalo entre o sétimo e o
nono dia de recuperacdo as flores se abrem e faz-se a montagem e leitura das laminas.
Conforme Ma, Saldiva & Rodrigues (Com. Pessoal 1998), as seis anteras de cada flor devem
ser removidas com pinca muito fina. Utilizando a pinca pega-se muito bem na base dos
estames e puxa-se tudo junto, livrando o conjunto da corola. Os estames sdo separados

sobre a lamina e os pélos sdo “penteados” em agua e glicerina (1=1) para manter o
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equilibrio osmético. Sao preparadas 10 laminas por grupo de tratamento. Para a contagem
de mutacBes em pélos estaminais de 7radescantia sao analisados:

a) 6 estames por flor; 7 flores (n = 7);

b) conta-se o nimero de eventos mutacionais por flor;

¢) calcula-se o nimero total de eventos mutacionais/nimero total de pélos;

d) apresenta-se os resultados como numero de mutacdes/1000 pélos.

11.5. Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos nos experimentos foi utilizado o
programa SPSS for Windows versdo 9.0.0 de dezembro de 1998. Os testes foram aplicados
em adequacgdo as hipdteses testadas sobre os resultados obtidos nos experimentos. Foram
aplicados basicamente trés tipos de testes: Correlagdo de Pearson, ANOVA e teste t entre
amostras pareadas. Quando exigido pelas condi¢cdes da amostra foram realizados testes nao-
parameétricos.

Para a correlacdo entre os resultados biolégicos e os parametros fisico-quimicos
coletados pelo DMAE usou-se analise fatorial através da ferramenta estatistica de analise de
componentes principais (Teixeira et al, 2000). Este instrumento agrupa os diferentes
parametros fisico-quimicos coletados em novas variaveis ou fatores, que sdo combinacdes
lineares das originais, com preservacdo de 83,3% dos dados originais. Os componentes
principais foram obtidos através de uma matriz de correlacdo. A rotacdo Varimax foi aplicada
para aperfeicoar a interpretacdo dos fatores tomados na extracdo parcial e total. Estes
fatores reduzidos podem entdo ser usados para plotar graficos, onde pode-se ter uma
estimativa visual de como eles determinam e evidenciam a distribuicdo dos resultados dos

parametros testados (ver Resultados e Discussao).
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111. RESULTADOS

I11.1. Curva de Sensibilidade de G. schubarti Mixopléide Determinada a Partir do

Teste Cometa

As planarias G. schubarti linhagem mixopléide, que possuem células dipl6ides (2n=8)
e tripléides (3n=12), foram testadas quanto a adequacdo ao teste Cometa. Se uma espécie
responde de maneira dependente de dose quando submetida a concentracdes crescentes de
um mutagénico conhecido, estd assegurado o seu uso para avaliagdo de amostras
ambientais complexas. G. schubarti mixopléides tém mostrado respostas interessantes
guando tratadas com radiacdo y avaliadas pelo teste de aberracBes cromossdmicas (Jaeger,
2001; dados ndo publicados). Para ampliar essa investigacao elas foram usadas para conferir
a correlacdo dose-resposta a um produto quimico de referéncia, sabidamente genotéxico. O
Metil Metanossulfonato é um clastogénico de acdo direta, muito potente na inducdo de
danos no DNA. As planarias foram expostas a doses crescentes de Metil Metanossulfonato
(ver Tabela 2, Material e Métodos) e controle negativo de agua reconstituida. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 5. No Grafico 1 esta representada a curva dose-resposta,

para melhor visualizar os dados obtidos neste experimento.

Tabela 5. Resultados da curva de sensibilidade de G. schubarti mixopléides

expostas ao mutagénico de acdo direta MMS, determinada a partir do teste

Cometa.
MMS (X 102 mM) INDICE DE DANO
0 12,3
4 45,0
6 56,0
8 62,0
12 88,0
16 106,0
24 175,0
32 184,0
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Grafico 1. Curva dos indices de dano obtidos em G. schubarti mixoploide
expostas a doses crescentes do clastogénico de acédo direta MMS avaliadas pelo

teste Cometa.

As planéarias da espécie G. schubarti linhagem mixopldide responderam de maneira
dependente de dose a exposi¢cdo ao MMS nas concentragdes usadas, como pode-se verificar
nas Tabelas 5 e Grafico 1. O teste de Pearson aplicado mostra a alta correlagdo dose-
resposta (r=0,986), estatisticamente significante (p=0,000). O teste t entre amostras
pareadas mostra a diferenca entre as doses de MMS e os indices de dano induzidos pelas
mesmas (p=0,003).

Esse resultado mostra a adequacdo das planarias G. schubarti mixoploides para uso
como organismos-teste para ensaios de genotoxicidade através do teste Cometa. A partir
desse experimento selecionamos a dose de 16 x 10° mM MMS para o préximo experimento,
que avaliou o tempo de permanéncia da resposta positiva & exposicdo ao clastogénico de

acdo direta MMS. Os resultados sdo apresentados na Tabela 6 e no Gréfico 2.
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111.2. Permanéncia da Resposta Positiva Induzida pelo MMS em G. schubarti

Mixopldide

Tabela 6. Permanéncia do dano no DNA em G. schubarti mixoplbéide apés
exposicdo ao clastogénico MMS (16 x 102 mM) durante 5 horas ao longo do

tempo (h) avaliada pelo teste Cometa.

TEMPO DE
REPARACAO (h) |INDICE DE DANO
0 200,0
2 159,0
4 178,0
8 155,0
12 156,0
18 158,0
24 132,0
48 111,0
X de 3 laminas
C- 20,6
200,0 ¢
180,0 P
1600 1 & . o *
140,0 ~
L
O 120,0 1
g 100,0 y
" ' r=-0,886
S 80,0 +
O
O 60,0 -
z
40,0 ~
20,0 A
0,0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
TEMPO APOS EXPOSICAO (h)

Grafico 2. Permanéncia da resposta positiva ao longo do tempo induzida por MMS

16 x 102mM em G. schubartilinhagem mixoploéide.
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H& correlacdo negativa (r=-0,886) e significante (p=0,003) entre o tempo de
reparacdo e o indice de dano avaliados no teste Cometa em G. schubarti mixopléide. A
medida que o tempo progride ap6s a inducdo da mutagenicidade, o indice de dano diminui,
pois ha reparacdo. Ha diferenca significativa no indice de dano ao longo do tempo avaliada
pelo Teste t de amostras pareadas (p=0,000). Este experimento mostrou que o dano
induzido no DNA pelo tratamento é reparado lentamente pelas planarias. Dois dias apés a
inducdo, o dano persiste numa taxa de cerca de 50% em relacdo ao momento zero, logo
apoés a suspensao do agente mutagénico, indicando que a reparacéo € lenta.

Através destes resultados verificou-se que G. schubarti mixopléide também pode ser
usada como organismo-teste, assim como as demais planérias utilizadas neste trabalho, cuja
adequacdo para testes de genotoxicidade ja havia sido avaliada em outros experimentos
(Lau, 1998).

111.3. Resultados do Monitoramento /n Loco em Porto Alegre

111.3.1. Monitoramento das Aguas da Bacia do Guaiba pelo Teste Cometa em G.

tigrina

Dentre as planarias passiveis de uso no teste Cometa — G. tigrina, G. schubarti e G.
schubarti mixoploide, foi escolhida G. tigrina para o monitoramento das aguas da bacia
hidrogréfica do Guaiba na regido metropolitana de Porto Alegre. G. tigrina tem reproducao
sexuada e produz mais descendentes em condicdes de laboratério (Knakievicz, 1998) do que
G. schubarti, 0 que justifica 0 seu uso, ja que sdo necessarios muitos individuos a cada teste
(ver Material e Métodos). As planarias expostas tém todas aproximadamente 3 meses de
idade, tendo sido admitida uma diferenca de uma semana, a mais ou a menos. Com trés
meses as planarias atingem a maturidade sexual. G. schubarti mixopléide, apesar de
reproduzir-se mais rapidamente, ndo foi usada porque tem reproducdo exclusivamente
assexuada e, portanto, variabilidade genética reduzida, o que foge das condigbes geralmente
encontradas na natureza.

Como ja descrito anteriormente (ver Material e Métodos), foram avaliadas amostras
de agua de oito pontos diferentes da bacia hidrografica do Guaiba, na regido metropolitana
de Porto Alegre, durante dois anos. Estes pontos sdo algumas das estagdes de coleta usadas
pelo DMAE — Departamento Municipal de Agua e Esgotos, para avaliar a qualidade das dguas
do Guaiba, pois este manancial abastece a regido metropolitana de Porto Alegre. Os pontos
de coleta foram selecionados por terem sido considerados como representativos na formagao

e composicao das aguas do Lago Guaiba.
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Os pontos de coleta localizam-se na foz dos rios formadores do Lago Guaiba:

- Gravatai;
- Jacui;
- Cai;

- Sinos;

e ao longo do corpo principal do manancial:

- Arroio Dilavio/lpiranga — éarea de grande impacto ambiental segundo
pesquisadores que participaram com dados para o Atlas Ambiental de Porto Alegre
(1998);

- Ponta da Cadeia — onde ha langamento do esgoto de Porto Alegre;

- Guaiba R — ponto junto ao lancamento de efluentes industriais e

- Guaiba LP — perto da saida das 4guas do Guaiba para a Lagoa dos Patos.
Na Tabela 7 estdo apresentados, em resumo, todos os dados obtidos durante estes

dois anos de monitoramento de &guas, usando a planaria G. tigrina como organismo

bioindicador e o teste Cometa para avaliar o dano genotoxico.
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Tabela 7. Teste Cometa em G. tigrina para Avaliacdo do Potencial Genotéxico da

Poluicdo da Aguas da Bacia do Guaiba.

LOCAL PONTO | ESTACAO 1D DP C- DP C+
Gravatai 31 \Verdo99/00 50 11,60 19 5,83 76
Gravatai 31 Outono00 56 11,60 19 5,83 103
Gravatai 31 Inverno00 47 11,60 22 5,83 112
Gravatai 31 Primavera00 47 11,60 15 5,83 91
Gravatai 31 Verdo00/01 52 11,60 13 5,83 78
Gravatai 31 Outono01 59 11,60 29 5,83 127
Gravatai 31 Inverno01 78 11,60 28 5,83 171
Gravatai 31 Primavera0l 72 11,60 26 5,83 149
Jacui 57 Verdo99/00 31 10,08 19 5,83 76
Jacui 57 Outono00 36 10,08 19 5,83 103
Jacui 57 Inverno00 31 10,08 22 5,83 112
Jacui 57 Primavera00 53 10,08 15 5,83 91
Jacui 57 Verdo00/01 47 10,08 13 5,83 78
Jacui 57 Outono01 36 10,08 29 5,83 127
Jacui 57 Inverno01 57 10,08 28 5,83 171
Jacui 57 Primavera0l 36 10,08 26 5,83 149
Cai 58 \Verd099/00 35 13,94 19 5,83 76
Cai 58 Outono00 56 13,94 19 5,83 103
Cai 58 Inverno00 75 13,94 22 5,83 112
Cai 58 Primavera00 46 13,94 15 5,83 91
Cai 58 Verdo00/01 67 13,94 13 5,83 78
Cai 58 Outono01 50 13,94 29 5,83 127
Cai 58 Inverno01 67 13,94 28 5,83 171
Cai 58 Primavera01l 71 13,94 26 5,83 149
Sinos 59 Verdo99/00 61 18,36 19 5,83 76
Sinos 59 Outono00 40 18,36 19 5,83 103
Sinos 59 Inverno00 50 18,36 22 5,83 112
Sinos 59 Primavera00 43 18,36 15 5,83 91
Sinos 59 Verdo00/01 24 18,36 13 5,83 78
Sinos 59 Outono01 40 18,36 29 5,83 127
Sinos 59 Inverno01 44 18,36 28 5,83 171
Sinos 59 Primavera01l 86 18,36 26 5,83 149
Ponta da Cadeia |38 \Verd099/00 18 22,10 19 5,83 76
Ponta da Cadeia |38 Outono00 25 22,10 19 5,83 103
Ponta da Cadeia |38 Inverno00 90 22,10 22 5,83 112
Ponta da Cadeia |38 Primavera00 34 22,10 15 5,83 91
Ponta da Cadeia |38 \Verdo00/01 48 22,10 13 5,83 78
Ponta da Cadeia |38 Outono01 54 22,10 29 5,83 127
Ponta da Cadeia |38 Inverno01 37 22,10 28 5,83 171
Ponta da Cadeia |38 Primavera01l 45 22,10 26 5,83 149
Diluvio 40 \Verdo99/00 20 25,12 19 5,83 76
Dilavio 40 Outono00 61 25,12 19 5,83 103
DilGvio 40 Inverno00 71 25,12 22 5,83 112
DilGvio 40 Primavera00 27 25,12 15 5,83 91
Diluvio 40 Verdo00/01 33 25,12 13 5,83 78
Dilavio 40 Outono01 49 25,12 29 5,83 127
DilGvio 40 Inverno01 94 25,12 28 5,83 171
DilGvio 40 Primavera0l 66 25,12 26 5,83 149
Guaiba R 51b \Verd099/00 67 21,69 19 5,83 76
Guaiba R 51b Outono00 36 21,69 19 5,83 103
Guaiba R 51b Inverno00 38 21,69 22 5,83 112
Guaiba R 51b Primavera00 60 21,69 15 5,83 91
Guaiba R 51b \Verdo00/01 42 21,69 13 5,83 78
Guaiba R 51b Outono01 31 21,69 29 5,83 127
Guaiba R 51b Inverno01 92 21,69 28 5,83 171
Guaiba R 51b Primavera0l 74 21,69 26 5,83 149
Guaiba LP 61 \Verd099/00 52 13,19 19 5,83 76
Guaiba LP 61 Outono00 23 13,19 19 5,83 103
Guaiba LP 61 Inverno00 63 13,19 22 5,83 112
Guaiba LP 61 Primavera00 53 13,19 15 5,83 91
Guaiba LP 61 \Verdo00/01 51 13,19 13 5,83 78
Guaiba LP 61 Outono01 38 13,19 29 5,83 127
Guaiba LP 61 Inverno01 49 13,19 28 5,83 171
Guaiba LP 61 Primavera01l 63 13,19 26 5,83 149

indice de dano (ID); controle negativo (C-); controle positivo (C+) e desvio padrédo (DP).
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111.3.1.1. Correlacdo do Indice de Dano (ID) entre Grupo-Teste e Controle

Negativo (C-)

As amostras coletadas em uma determinada estacdo foram avaliadas conjuntamente,
formando um grupo-teste. Por isso 0s controles negativos e positivos sdo iguais para esta
determinada estacdo. Dessa forma, se tomarmos como exemplo o Inverno de 2000, o indice
de dano medido para o controle negativo se repetird em qualquer ponto; terd sempre o valor
de 22, e o indice do controle positivo terd sempre o valor de 112. Sendo os controles iguais
para todas as amostras testadas em uma estacdo teremos sempre 0 mesmo desvio padrao
para este grupo-teste, e pode-se verificar se ha influéncias metodoldgicas, inerentes a
técnica do Cometa, sobre o resultado. Para isso foi feito um teste de correlacdo entre 0s
controles negativos e os resultados das aguas testadas.

A correlacdo de Pearson (r=0,298) entre o indice de dano e o controle negativo foi
significante em nivel de 5%. O teste Cometa caracteriza-se pela heterogeneidade das
respostas, dependentes de variacdes minimas nas condicdes do teste (ver Discussdo). Para
eliminar tais variagdes, inerentes a técnica, decidimos adotar uma nova variavel a partir da
diferenca entre o indice de dano obtido nas amostras e o controle negativo migrado em cada
teste. Esta variavel é identificada por ID — C- ou DELTANEG (designagdo da variavel nos
graficos e nas tabelas do programa estatistico SPSS). Tal grandeza é mais auténtica e isenta
de vieses técnicos que podem surgir caso haja correlacdo entre o ID e o C- obtido nos
testes. Quando ndo ha correlacdo o ID é aceitavel, mas ID — C- continua sendo a variavel

mais confiavel.

111.3.1.2. indice de Dano (ID) das Aguas Testadas

A diferenca entre o indice de dano (ID) e o controle negativo (C-) testada através do
teste t foi significante para os dados obtidos no monitoramento do manancial (p=0,000).
Isso significa que houve danos significativos no DNA das planarias G. tigrina expostas as
amostras em geral, coletadas na bacia do Guaiba na cidade de Porto Alegre — RS. A resposta
positiva no teste Cometa indica que foi detectado potencial genotéxico das aguas coletadas
nos pontos 31, 57, 58, 59, 38, 40, 51b e 61 da bacia do Guaiba nos anos de 2000 e 2001.
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111.3.1.3. Diferenca entre Pontos de Coleta

A diferenca entre pontos de coleta foi inicialmente analisada por ANOVA. Resultados

na Tabela 8.

Tabela 8. Teste de homogeneidade de variancias e ANOVA para verificar se ha

diferencas entre os pontos de coleta testados com G. tigrina.

Teste de Homogeneidade de Variancias

DELTANEG
Estatistica
de Levene dfl df2 Sig.
1,49 7 56 ,191
ANOVA
DELTANEG
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio F Sig.
Entre Grupos 2232,25 7 318,89 1,124 ,361
Dentro dos 15889,60 56 283,74
Grupos
Total 18121,85 63

Os resultados mostraram que as variancias sdo homogéneas (p=0,191) e que ndo ha
diferencas significativas entre o indice de dano menos controle negativo entre os pontos
amostrados entre o verdo de 1999/2000 e a primavera de 2001 (p=0,361) analisados pelo
teste Cometa em G. figrina. Os pontos apresentam um potencial mutagénico positivo, como
j& testado (p=0,000), mas ndo ha diferencas significativas entre eles por ANOVA.
Considerando que nesse caso ANOVA ndo é um teste muito sensivel em funcdo das
variancias elevadas (ver Tabela descritiva 10 abaixo), fez-se a comparacéo entre amostras
pareadas.

Para verificar se algum ponto apresenta maior genotoxicidade que outro, foram
comparadas as médias dos resultados ID — C- das oito coletas de cada ponto. Foi aplicado o
teste estatistico t entre amostras pareadas. O resultado dos testes estatisticos é apresentado

na Tabela 9.
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Tabela 9. Comparacao entre ID — C- dos pontos de coleta localizados no Guaiba

obtidos no teste Cometa em G. tigrina.

Teste de Amostras Pareadas

Diferencas Pareadas

Intervalo de
Confianca de 95%
para as
Erro Diferencgas
Desvio  Padrédo Sig.

Média  Padrdo Médio Inferior ~ Superior t df  (bilateral)
Gravatai - Jacui 16,69 12,50 4,42 6,24 27,14 3,776 7 Y& ,007
Gravatai - Cai -,81 14,26 5,04 -12,74 11,11 -,161 7 877
Gravatai - Sinos 9,06 17,82 6,30 -5,84 23,96 1,438 7 , 194
Gravatai - Ponta da Cadeia 13,69 26,59 9,40 -8,55 35,92 1,456 7 ,1€9
Gravatai - Arroio DilGvio 4,94 18,71 6,61 -10,70 20,58 747 7 480
Gravatai - Guaiba R 2,56 16,66 589 -11,36 16,49 ,435 7 677
Gravatai - Guaiba R 8,56 17,49 6,18 -6,06 23,19 1,385 7 ,209
Jacui - Cai -17,50 16,35 578 -31,17 -3,83 -3,027 7 ,019
Jacui - Sinos -7,63 24,28 8,58 -27,92 12,67 -,888 7 404
Jacui - Ponta da Cadeia -3,00 26,37 9,32 -25,04 19,04 -,322 7 757
Jacui - Arroio Dilavio -11,75 25,50 9,02  -33,07 9,57 -1,303 7 ,234
Jacui - Guaiba R -14,12 18,96 6,70 -29,98 1,73 -2,107 7 % ,073
Jacui - Guaiba LP -8,13 16,56 585 -21,97 5,72 -1,388 7 ,208
Cai - Sinos 9,87 22,33 7,89 -8,79 28,54 1,251 7 ,251
Cai - Ponta da Cadeia 14,50 16,43 5,81 , 76 28,24 2,496 7 ,041
Cai - Arroio Dilavio 5,75 18,02 6,37 -9,32 20,82 ,902 7 ,367
Cai - Guaiba R 3,38 25,40 8,98 -17,86 24,61 376 7 ,718
Cai - Guaiba LP 9,37 15,38 5,44 -3,48 22,23 1,724 7 ,128
Sinos - Ponta da Cadeia 4,63 29,49 10,42  -20,03 29,28 444 7 ,671
Sinos - Arroio Dilavio -4,13 28,65 10,13 -28,08 19,83 -,407 7 ,6S6
Sinos - Guaiba R -6,50 20,70 7,32 -23,81 10,81  -,888 7 404
Sinos - Guaiba LP -,50 16,58 586 -14,36 13,36  -,085 7 ,934
Ponta da Cadeia - Arroio DilGvio -8,75 26,83 9,48 -31,18 13,6772 -,923 7 387
Ponta da Cadeia - Guaiba R -11,12 36,53 12,92  -41,67 19,4178 -861 7 418
Ponta da Cadeia - Guaiba LP -5,13 19,90 7,04 -21,76 11,5142 -, 728 7 ,4€0
Arroio Diltvio -Guaiba R -2,37 27,88 9,86 -25,68 20,9307 -,241 7 ,816
Arroio Dildvio - Guaiba LP 3,63 28,24 9,98 -19,98 27,2329 ,363 7 127
Guaiba R - Guaiba LP 6,00 20,28 7,17  -10,96 22,9576 ,837 7 ,430

* Significancia para 0,01. SignificAncia para 0,05. w Significancia para 0,10.

H& diferencas significativas entre o Gravatai e o Jacui (p=0,007), entre o Cai e 0
Jacui (p=0,019) e entre o Cai e a Ponta da Cadeia (p=0,041). Foi verificada uma tendéncia a
significAncia na diferenca entre Guaiba R, que recebe descarga de efluente da Riocell e Jacui

(p=0, 073). O ponto localizado no rio Jacui é 0 menos poluido dentre os locais de coleta.
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Na Tabela 10 esta apresentado o resumo dos dados obtidos por ponto. Constam a

média e desvio padrdo do controle negativo (C-), indices de dano (ID) e dano menos

controle negativo (ID — C-) por local ou ponto de coleta, ordenados do ponto de maior

potencial genotoxico (Rio Cai) para o ponto de menor capacidade de induzir danos as

planéarias G. tigrina (Rio Jacui). Para melhor visualizacdo ver Grafico 3.

Tabela 10. Resumo do monitoramento do Guaiba com G. tigrina. Média e desvio

padrao do controle negativo, indices de dano e dano menos controle negativo dos

locais ou pontos de coleta.

1D C- ID—C-
A LOCAL PONTO| X £DP X+ DP X +DP
Cai 58 58,38 £13,94|21,26 £5,83|37,11 £ 13,85
Gravatai 31 57,63+£11,60|21,26+£5,83|36,30+ 841
dano Guaiba R 51b 55,00 + 21,69 | 21,26 +£ 5,83 | 33,74 + 20,80
Diluvio 40 52,63 £25,12|21,26 £5,83|31,36 £ 21,57
Guaiba LP 61 49,00 £13,19|21,26 + 5,83 | 27,74 £ 14,40
Sinos 59 48,50 £ 18,36 | 21,26 + 5,83 | 27,24 £ 16,77
Ponta da Cadeia | 38 43,88 £ 22,10|21,26 £ 5,83 22,61 £ 21,72
Jacui 57 40,88 £ 10,08 | 21,26 £ 5,83 | 19,61 + 12,20

No Grafico 3 abaixo, estdo representados os resultados do monitoramento do

potencial genotéxico das dguas da bacia do Guaiba através do teste Cometa em G. tigrina.

Os resultados foram plotados a partir da variavel de interesse ID — C-.
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Verao 1999/2000

Outono 2000
Inverno 2000
Primavera 2000 1
Verao 2000/2001 51b P
Gravatai
= Outono 2001 40 GuaibaR
Estac6es do ano 61 Diltivio

Inverno 2001
Primavera 2001

38 Sinos Guaiba LP

5\]7acui Ponta da Cadeia

Pontos de coleta

Gréfico 3. Plotagem dos resultados (ID — C-) obtidos no monitoramento de G.

tigrina .

Vé-se o controle negativo representado na primeira area tridimensional, com indice
de dano significativamente inferior ao dos pontos (p=0,000) e vé-se a variagdo do ID — C-
dos pontos ao longo das estacdes do ano em que foram realizadas as coletas. Os pontos
estdo ordenados conforme o ID — C-. O Rio Jacui, com menor potencial genotédxico, bem a

frente e o Cai, com o maior potencial genotéxico, ao fundo.

111.3.1.4. Comparacgéo entre as Estac6es do Ano

E importante verificar se ha variagdes sazonais significativas no potencial genotéxico
das amostras de Aguas da bacia do Guaiba. A regido metropolitana de Porto Alegre se
caracteriza por um clima Sub-Tropical Umido, com quatro estacbes bem definidas. As
caracteristicas climaticas das quatro estagfes, no que se refere as temperaturas, podem ser
descritas da seguinte forma: na Primavera, que inicia no dia 23 de setembro e vai até o dia
21 de dezembro, as temperaturas variam de 15° a 30°. O verdo comeca no dia 21 de
dezembro e termina no dia 21 de mar¢o, com temperaturas entre 25° e 38°. O outono vai

de 21 de marco a 21 de junho com temperaturas entre 10° a 25°. Por fim o inverno inicia no
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dia 21 de junho e se estende até 23 de setembro, com temperaturas oscilando entre 2° a

15° em média.

Na Tabela 11 esta a estatistica descritiva da variavel de interesse ID — C- para todas

as estacdes do ano e a analise de variancias (ANOVA) usada na comparacao.

Tabela 11. Homogeneidade de variancias e ANOVA para a comparacao entre as

estacdes dos anos de 2000 e 2001 amostradas e avaliadas pelo teste Cometa em

G. tigrina.
Descri¢Oes
DELTANEG
Intervalo de
Confianca de 95%
para a Média
Desvio Erro Limite Limite

N Média Padréo Padrao Inferior Superior Minimo Maxima
Verao 1999/2000 8 22,75 18,44 6,52 7,34 38,16 -1,00 48,00
Outono 2000 8 22,63 14,53 5,14 10,48 34,77 4,00 42,00
Inverno 2000 8 36,53 20,07 7,10 19,74 53,31 9,40 68,40
Primavera 2000 8 30,38 10,73 3,79 21,40 39,35 12,00 45,00
Verao 2000/2001 8 32,50 12,95 4,58 21,67 43,33 11,00 54,00
Outono 2001 8 16,06 9,66 3,42 7,98 24,14 2,50 30,00
Inverno 2001 8 36,75 21,67 7,66 18,63 54,87 9,00 66,00
Primavera 2001 8 38,13 16,24 5,74 24,55 51,70 10,00 60,00
Total 64 29,46 16,96 2,12 25,23 33,70 -1,00 68,40

Teste de Homogeneidade de Variancias
DELTANEG
Estatisitca
de Levene dfl Sig.
1,897 56 ,087
ANOVA

DELTANEG

Soma dos Quadrado

Quadrados df Médio Sig.
Entre Grupos 3675,63 7 525,09 2,035 ,066
Dentro dos 14446,22 56 257,97
Grupos
Total 18121,85 63

As variancias sdo homogéneas (p=0,087) e ndo ha diferenca entre as estacbes

quando foram coletadas as amostras quanto a variavel ID — C- (p=0,066). No entanto, as

amostras de inverno apresentam maior dano médio do que as amostras de verao.
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Como a andlise da diferenca entre estacdes do ano nao foi significativa quanto a
variavel ID — C-, resolvemos testar se ha diferencas entre as estacBes quanto a variavel

indice de dano (ID). O teste estatistico esta apresentado na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12. Comparacao entre as estacdes do ano quanto a variavel indice de

dano.
Descrigbes
DANO
Intervalo de
Confianca de 95%
para a Média
Desvio Erro Limite Limite
N Média Padréo Padrao Inferior Superior Minimo Maxima
Ver&o 1999/2000 8 41,75 18,44 6,52 26,34 57,16 18,00 67,00
Outono 2000 8 41,63 14,53 5,14 29,48 53,77 23,00 61,00
Inverno 2000 8 58,13 20,07 7,10 41,34 74,91 31,00 90,00
Primavera 2000 8 45,38 10,73 3,79 36,40 54,35 27,00 60,00
Ver&o 2000/2001 8 45,50 12,95 4,58 34,67 56,33 24,00 67,00
Outono 2001 8 44,63 9,77 3,45 36,46 52,79 31,00 59,00
Inverno 2001 8 64,75 21,67 7,66 46,63 82,87 37,00 94,00
Primavera 2001 8 64,13 16,24 5,74 50,55 77,70 36,00 86,00

Total 64 50,73 17,80 2,22 46,29 55,18 18,00 94,00

Teste de Homogeneidade de Variancias

DANO
Estatistica
de Levene dfl df2 Sig.
1,884 7 56 ,089
ANOVA
DANO
Soma dos Quadrado
Qadrados df Médio F Sig.
Entre Grupos 5500,11 7 785,73 3,043 ,009
Dentro dos 14460,38 56 258,22
Grupos
Total 19960,48 63

Quando € usada a variavel indice de dano para avaliar a diferenca entre as estacées
do ano, o resultado é significante (p=0,009) segundo ANOVA. Este dado relaciona-se a
diferenca  discutivel por estar muito proxima ao limite da significancia
(p=0,05015175044537), obtida entre o verdo (X=48,96) e o inverno (X=58,21) nos dados
referentes a todas as espécies, G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixopléide, tomadas

em conjunto (Tabela 22) (ver Discussao).
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Para verificar quais estacdes diferem foram realizados dois testes post hoc, o teste de
Duncan e o teste de Ryan-Einot- Gabriel-Welsch F que agrupam subgrupos homogéneos

gquanto a variavel em questéo.

DANO
Subgrupos para alpha = ,05

Estacdo do ano N 1 2 3
Duncan 2 Outono 2000 8 41,63

Verdo 1999/2000 8 41,75

Outono 2001 8 44,63

Primavera 2000 8 45,38

Verao 2000/2001 8 45,50

Inverno 2000 8 58,13 58,13

Primavera 2001 8 64,13

Inverno 2001 8 64,75

Sig. ,076 443
Ryan-Einot-Gabriel-Welsch F Outono 2000 8 41,63

Verdo 1999/2000 8 41,75 41,75

Outono 2001 8 44,63 44,63

Primavera 2000 8 45,38 45,38

Verdo 2000/2001 8 45,50 45,50 45,50

Inverno 2000 8 58,13 58,13 58,13

Primavera 2001 8 64,13 64,13

Inverno 2001 8 64,75

Sig. ,428 ,054 ,137

Foram mostradas as médias dos grupos dos subgrupos homogéneos.

&. Usa média harmonica do tamanho das amostras = 8.

No teste de Duncan ha a separacdo de dois subgrupos, sendo que o primeiro difere

do segundo. Os dois subgrupos sdo:

Outono 2000 Inverno 2000
Verdo 1999/2000 Primavera 2001
Outono 2001 Inverno 2001

Primavera 2000
Verdo 2000/2001
Inverno 2000

O inverno de 2000 tem o indice de dano médio mais alto do primeiro subgrupo
(58,13), mas ndo é tao distinto das médias do segundo subgrupo para que seja excluido do
mesmo. O outono 2000 tem a média de dano mais baixa (41,63), enquanto que o inverno de
2001 tem a média mais alta (64,75). O verdo e 0 inverno, estacdes extremas opostas,

tendem a separar-se.
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No teste de Ryan-Einot-Gabriel-Welsch F, h4 a separacdo de trés subgrupos, pois

trata-se de um teste estatistico mais sensivel. Sao eles:

Outono 2000 Verdo 1999/2000
Ver&o 1999/2000 Outono 2001
Outono 2001 Primavera 2000
Primavera 2000 Veréo 2000/2001
Ver&o 2000/2001 Inverno 2000
Inverno 2000 Primavera 2001

Veréo 2000/2001

Inverno 2000

Primavera 2001

Inverno 2001

Aqui as estacdes extremas, verdo e inverno, separam-se visivelmente pelos indices de

dano obtidos no teste Cometa com G. tigrina. Juntando-se as médias dos dois invernos e dos

dois verdes conclui-se que no inverno (X=61,44) o indice de dano é bem mais alto do que

no verdo (X=43,63).

709

Média do DANO

Estacdo do ano

Gréfico 4. Médias dos danos obtidas nas diferentes estacdes do ano. Nota-se a

separacao das estacgdes extremas, inverno e verao.
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111.3.1.5. Comparacdo dos Resultados Obtidos no Ano 2000 com o Obtido em
2001

Os dois anos de coleta, 2000 e 2001, foram comparados em virtude da diferenca
entre os resultados obtidos nas estacdes para a variavel indice de dano (p=0,009) ja
apresentada no item acima, embora ndo tenha sido detectado nada além de uma tendéncia
nas diferencas quanto a variavel mais importante, dano menos controle negativo (p=0,066).
Como ja dito no inicio dos resultados, a variavel indice de dano é aceitavel para ser
trabalhada do ponto de vista estatistico. Por esses motivos a comparacao entre os diferentes
anos de coleta foi feita usando-se as duas variaveis, indice de dano (DANO) e indice de dano

menos controle negativo (DELTANEG). Os resultados estdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Homogeneidade de variancias e ANOVA para verificacdo da diferenca
das respostas obtidas por ano de coleta no teste Cometa em G. tigrina quanto aos
parametros indice de dano (DANO) e indice de dano menos controle negativo
(DELTANEG).

Descric6es
Intervalo de Confianga
de 95% para a Média
Desvio Erro Limite Limite

N Média Padréo Padréo Inferior Superior Minimo Maximo
DANO ano 2000 32 46,72 16,99 3,00 40,59 52,84 18,00 90,00
ano 2001 32 54,75 17,95 3,17 48,28 61,22 24,00 94,00
Total 64 50,73 17,80 2,22 46,29 55,18 18,00 94,00
DELTANEG ano 2000 32 28,07 16,62 2,94 22,08 34,06 -1,00 68,40
ano 2001 32 30,86 17,45 3,08 24,57 37,15 2,50 66,00
Total 64 29,46 16,96 2,12 25,23 33,70 -1,00 68,40

Teste de Homogeneidade de Variancias

EStatistica
de Levene dfl df2 Sig.
DANO 171 1 62 ,681
DELTANEG ,148 1 62 , 702
ANOVA
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio F Sig.
DANO Entre Grupos 1032,02 1 1032,02 3,380 ,071
Dentro dos 18028,47 62 305,30
Grupos
Total 19960,48 63
DELTANEG Entre Grupos 124,60 1 124,60 429 ,515
Dentro dos 17997,25 62 290,28
Grupos

Total 18121,85 63
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Nao ha diferenca entre os resultados obtidos nos dois anos de coleta para os
parametros testados, indice de dano (p=0,071) e dano menos controle negativo (p= 0,515).
O resultado para o parametro indice de dano mostra uma tendéncia de diferenca entre os
anos de 2000 e 2001. Embora a diferenca ndo tenha sido importante estatisticamente, a
média dos parametros obtidos em 2000 (X=46,72) é mais baixa do que o obtido em 2001

(X=54,75).

111.3.1.6. Comparacdo do Indice de Dano Menos Controle Negativo
(DELTANEG) com a Pluviosidade

A pluviosidade total foi coletada no pluvibmetro localizado na Av. Cristiano Fischer
1297 (LATITUDE 30.01 SUL; LONGITUDE 51.13 OESTE) e os dados gentilmente cedidos pelo
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Este é o Unico aparelho de medicdo da regido
metropolitana de Porto Alegre e o parametro coletado é considerado representativo numa
area de 100 Km de raio em relagdo ao pluvibmetro.

Além da temperatura, a pluviosidade também caracteriza as estacfes e pode ter
influéncia sobre o potencial genotoxico detectado no Lago Guaiba. Os periodos de coleta
variaram nas estacdes levando de uma semana, em média, até trés semanas para a coleta
das amostras em todos os pontos. Por isso, consideramos importante como parametro a
pluviosidade total diaria de uma semana antes da coleta até o Ultimo dia da amostragem da

estacdo (ver Tabela 4 Material e Métodos).

Na Tabela 14 constam os indices pluviométricos totais dos periodos de interesse em
milimetros (mm). Foi realizado o teste de correlacdo de Pearson entre o indice pluviométrico
total do periodo e o indice de dano menos controle negativo total da estacdo. Nao ha
correlagdo entre o indice pluviométrico e o ID — C- totais do periodo (r=0,201; p=0,634) (ver

Discussao).
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Tabela 14. Indices pluviométricos totais em relacédo ao periodo de coleta e indice

de dano menos controle negativo total da estacao.

PERIODO DE COLETA
INDICE
ESTACAO AMOSTRAGEM DO INDICE PLUVIOMETRICO | ID — C- DA
PLUVIOMETRICO TOTAL DO ESTACAO
PERIODO (mm) DO ANO

VERAO 1999/2000 |26/01 A 17/02/2000 |19/01 A 17/02/2000 | 40,4 290
OUTONO 2000 17/05 A 25/05/2000 | 10/05 A 25/05/2000 | 29,0 157
INVERNO 2000 10/08 A 30/08/2000 | 03/08 A 30/08/2000 | 93,9 297
PRIMAVERA 2000 |07/11 A 17/11/2000 [01/11 A 17/11/2000 | 59,3 218
VERAO 2000/2001 |07/02 A 19/02/2001  |31/01 A 19/02/2001 | 37,6 181
OUTONO 2001 07/05 A 16/05/2001 | 30/04 A 09/05/2001 | 15 5 251
INVERNO 2001 07/08 A 15/08/2001 | 31/07 A 15/08/2001 | 4,6 270
PRIMAVERA 2001 |06/11 A 14/11/2001 | 30/10 A 14/11/2001 | 65 4 222

111.3.1.7. Comparacdo do Indice de Dano Menos Controle Negativo

(DELTANEG) com Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos coletados e disponibilizados pelo Departamento
Municipal de Agua e Esgotos (DMAE) foram comparados aos dados do monitoramento do
potencial genotéxico da bacia do Guaiba com G. tigrina. As leituras de tais parametros estao
nas tabelas em ANEXO 1. Nestas tabelas os parédmetros fisico-quimicos obtidos estédo
separados por ponto e data de coleta para facilitar a leitura e entendimento dos dados. A

listagem completa dos codigos para as varidveis usadas consta no ANEXO 2.

Para o entendimento das relagdes entre esses parametros fisico quimicos foram
realizados testes de correlacédo e analise fatorial. Os 38 parametros fisico-quimicos coletados
pelo DMAE e o pardmetro coletado pelo INMET foram correlacionados com a variavel de
interesse indice de dano menos controle negativo (DELTANEG). Tais correlagBes, quando
significantes, indicam que h& associacdo entre as variaveis testadas, ou seja, elas variam
juntas, de forma negativa ou positiva. Quanto maior é o coeficiente de correlagdo r, maior é
a intensidade de associacdo entre os parametros. As tabelas de correlagdo estdo em ANEXO
3.
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Houve correlacdo significante entre DELTANEG e RT105 (RESIDUO TOTAL A 105°C)
(r=0,278), RF550 (RESIDUO TOTAL FIXO A 550°C) (r=0,254), COND (CONDUTIVIDADE) (r=0,267),
CLORETO (r=0,300), NORG (NITROGENIO ORGANICO) (r=0,340) e FP (FLAGELADOS
PIGMENTADOS) (r=0,293).

Os residuos, condutividade e cloreto afetam a biodisponibilidade de mutagénicos aos
organismos aquaticos. O nitrogénio organico reflete a fixacdo bacteriana nas raizes de
plantas aquaticas e a maneira como outros organismos se relacionam nas cadeias troficas
com tais plantas compondo o ciclo do nitrogénio. Os flagelados pigmentados se
correlacionam com o indice de dano menos controle negativo por serem organismos
adaptaveis a condi¢des variaveis no ambiente, podendo realizar fotossintese ou nédo, em
dependéncia de fatores como nitrogénio orgéanico, didxido de carbono, etc.

Para entender-se como estes fatores interagem foi usada a andlise fatorial pelo
método de analise dos componentes principais. A rotacdo Varimax foi aplicada para
aperfeicoar a interpretacdo dos fatores tomados na extracdo parcial e total.

Na Tabela 15 esta a matriz de componentes principais rotados. Os grupamentos
podem ser visualizados na matriz. Seguindo-se as colunas da matriz vé-se o grupamento do
primeiro componente, que vai de Escherichia coli até zinco. O segundo componente esta
agrupado na segunda coluna e reune as varidveis cloreto, residuo fixo, condutividade e
residuo total. O terceiro componente, na terceira coluna, junta a temperatura do ar, a
temperatura da agua e o pH. O quarto componente, na coluna quatro, retine pluviosidade
total e nitrogénio organico. O componente 5 é o aluminio e nitrito. O componente 6 é o

residuo volatil, e por fim o componente 7 € o nitrato e nUmero total de plancton.
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Tabela 15. Matriz dos componentes principais rotados agrupando as diversas

variaveis fisico-quimicas.

Matriz dos Componentes Rotados &

Componentes
1 2 3 4 5 6 7
ECOLI ,961 ,133 -,040 ,006 -,108 ,072 -,039
PO40 ,959 ,171 -,028 -,099 -,026 ,040 -,002
COLTOTAL ,938 ,086 -,202 ,101 ,016 ,023 -,039
NH3 ,899 ,226 ,058 -,201 -,040 ,127 ,076
POAT ,897 ,134 ,011 -,102 -,015 ,086 -,060
DQO ,893 ,183 -,070 -,235 ,009 ,106 ,001
DBO ,831 -,024 -,005 ,181 -,033 -,023 -,097
oD -,786 -,129 -,195 ,207 -,397 -,055 ,029
ALCT , 784 ,189 -,069 ,113 ,053 -,119 ,106
DUREZA ,691 ,307 ,020 ,025 ,158 -,136 ,415
ABS ,601 ,005 -,476 ,285 ,338 -,037 ,069
ZN ,521 -,187 ,043 -,286 ,426 171 -,047
CLORETO ,300 ,898 -,006 -,096 ,189 -,017 -,003
RF550 ,101 ,888 ,028 ,004 -,207 ,304 ,020
COND ,405 ,844 ,000 ,011 ,068 ,021 -,005
RT105 ,059 ,728 -,062 ,049 -,223 ,618 -,022
TEMPAR ,026 -,005 ,932 ,061 ,059 -,116 ,065
TEMPAG -,073 -,004 ,927 ,135 ,097 -,015 -,058
PH 5111 -,205 ,390 ,805 -,155 -,081 ,120
PLUVTOT ,185 ,087 -,005 , 778 ,222 ,321 ,198
NORG ,403 -,096 ,109 -,551 -,084 ,267 ,434
AL -,006 ,120 ,164 -,152 -, 719 ,341 -,039
NO2 -,067 ,103 ,382 -,028 ,699 ,009 ,101
RV550 -,014 ,295 -,161 ,094 -,176 ,846 -,070
NO3 -,369 -,024 -,002 ,346 -,183 -,385 ,315

NTOTPLA -,055 -,008 -,006 ,150 ,102 -,084 ,893

Método de Extragdo: Andlise de Componentes Principais.
Método de Rotagdo: Varimax com normalizagéo de Kaiser.

& Rotagao converge em 15 interagdes

O teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman € significante para o fator 2
(r=0,360; p=0,024), para o fator 3 (r=0,319; p=0,048) e para o fator 7 (r=0,356; p=0,026).
Os demais fatores ndo tém correlacado significante com DELTANEG. Abaixo estdo mostrados
os gréaficos que distribuem os valores de DELTANEG em relacdo aos fatores 2, 3 e 7. Os
pontos 38 e 40 ndo aparecem nos graficos porque houve muitos valores perdidos no teste
estatistico pelos pardmetros nédo coletados nestes pontos.

A correlacdo dos resultados do teste Cometa em planarias com estes fatores é

facilmente explicada.
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Grafico 6. Os valores de indice de dano menos controle negativo dos pontos

plotados em relacdo ao fator 2 (ver Tabelal5s).

O fator 2, designado Fator Fisico e Quimico, inclui os residuos que disponibilizam as
mais variadas substéncias para o ambiente aquatico, aumentando a condutividade, que
representa o teor de sais e esta, conseqientemente, ligada aos cloretos. Os compostos
relacionados ao cloro incluem alguns sabidamente mutagénicos e carcinogénicos. Nota-se a
separacdo dos pontos em grupos. Quanto maior € o dano obtido nos pontos, mais acima
eles estdo em relacédo ao eixo X. A distribuicdo em relagdo ao eixo y evidencia as correlactes
negativas a esquerda de zero, a auséncia de correlacdo com o fator (0) e as correlacdes
positivas com o fator a direita de zero. Os rios Cai, ponto 57, e Gravatai, ponto 31, que
possuem 0s maiores potenciais genotoxicos, tém a maioria dos pontos agrupados acima no

eixo X devido a correlagdo com o fator Fisico e Quimico.
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Gréfico 7. Os valores de indice de dano menos controle negativo dos pontos
plotados em relacdo ao fator 3 (ver Tabelalb).

O fator 3, chamado Temperatura, agrupa a temperatura do ar e da &gua,
correlacionando-se aos dados biolégicos positivos obtidos que variam conforme as estagdes
do ano. Ou seja, ha varia¢Bes sazonais importantes no potencial genotdxico das amostras de

aguas da bacia do Guaiba relacionados a temperatura.
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Grafico 8. Os valores de indice de dano menos controle negativo dos pontos

plotados em relacdo ao fator 7 (ver Tabelal5).
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Por fim, o fator 7, nomeado Biomassa, correlaciona-se com DELTANEG porque a alta
guantidade de nitrato representa um importante nutriente dissolvido para o plancton, o que
aumenta a metabolizacdo do nitrogénio presente no ambiente, formando radicais livres que

podem ser responsaveis por danos oxidativos.

111.3.2. Comparacio da Sensibilidade entre G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti

Mixopldide

Ao longo de muitos anos de pesquisas com as plandrias acumulados muitos dados
sobre a sensibilidade de G. schubarti e G. tigrina a genotdxicos de referéncia como o Metil
Metanossulfonato (clastogénico de acdo direta) a Ciclofosfamida (clastogénico dependente
de metabolizagdo) e radiacdo y (agente fisico causador de quebras simples e duplas no DNA)
(Lau, 1998). Os trabalhos mais recentes do nosso grupo de pesquisa se referem a
sensibilidade de G. schubarti mixopléide (Guecheva, 2001; Jaeger 2001, dados néo
publicados).

Tendo acumulado tantos resultados positivos em testes de genotoxicidade, o nosso
grupo de pesquisa esta iniciando uma investigacdo acerca da comparacdo entre as
sensibilidades das planéarias usadas em tais testes. Para verificar se as diferentes espécies de
planarias nativas do Rio Grande do Sul apresentam sensibilidades similares ou diferentes
entre elas, foram testadas em trés grupos: G. tigrina, G. schubarti (2n) e G. schubarti
mixoploide (2n/3n). Estas comparacdes foram feitas em duas coletas, verdo 2000/2001 e

inverno 2001. Os resultados sdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Comparacdo das sensibilidades de G. tigrina, G. schubarti e G.

schubarti mixopléide através do teste Cometa.

O teste estatistico ANOVA para comparagdo da sensibilidade entre os trés grupos

testados é apresentado na Tabela 17.
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ESPECIE LOCAL PONTO ESTACAO ID | C- | C+ ID-C-
G. tigrina Gravatai 31 \Ver8o00/01 52 13 78 39
G. tigrina Jacui 57 Ver8000/01 47 13 78 34
G. tigrina Cai 58 \VVer8000/01 67 13 78 54
G. tigrina Sinos 59 \Verdo00/01 24 13 78 11
G. tigrina Ponta da Cadeia 38 Ver8000/01 48 13 78 35
G. tigrina Dilavio 40 Ver8000/01 33 13 78 20
G. tigrina Guaiba R 51b Ver8000/01 42 13 78 29
G. tigrina Guaiba LP 61 \Ver8000/01 51 13 78 38
G. schubarti Gravatai 31 \Verdo00/01 48 21 175 27
G. schubarti Jacui 57 \Ver8000/01 72 21 175 51
G. schubarti Cai 58 \Verdo00/01 42 21 175 21
G. schubarti Sinos 59 \Verd000/01 58 21 175 37
G. schubarti Ponta da Cadeia 38 \Ver8000/01 46 21 175 25
G. schubarti Dilavio 40 Verdo00/01 54 21 175 33
G. schubarti Guaiba R 51b \VVer8000/01 54 21 175 33
G. schubarti Guaiba LP 61 \Ver8000/01 39 21 175 18
G. schubarti mixopléide Gravatai 31 \VVerdo00/01 50 21 168 29
G. schubarti mixopldide Jacui 57 Verdo00/01 23 21 168 2
G. schubarti mixoploide Cai 58 Verdo00/01 64 21 168 43
G. schubarti mixopléide Sinos 59 Verdo00/01 31 21 168 10
G. schubarti mixopldide Ponta da Cadeia 38 Verdo00/01 44 21 168 23
G. schubarti mixoploide Dilavio 40 Verdao00/01 40 21 168 19
G. schubarti mixopléide Guaiba R 51b Verdo00/01 69 21 168 48
G. schubarti mixoploide Guaiba LP 61 Verdo00/01 77 21 168 56
G. tigrina Gravatai 31 Inverno 01 78 28 171 50
G. tigrina Jacui 57 Inverno 01 57 28 171 29
G. tigrina Cai 58 Inverno 01 67 28 171 39
G. tigrina Sinos 59 Inverno 01 44 28 171 16
G. tigrina Ponta da Cadeia 38 Inverno 01 37 28 171 09
G. tigrina Dilavio 40 Inverno 01 94 28 171 66
G. tigrina Guaiba R 51b Inverno 01 92 28 171 64
G. tigrina Guaiba LP 61 Inverno 01 49 28 171 21
G. schubarti Gravatai 31 Inverno 01 48 19 151 29
G. schubarti Jacui 57 Inverno 01 49 19 151 30
G. schubarti Cai 58 Inverno 01 54 19 151 35
G. schubarti Sinos 59 Inverno 01 74 19 151 55
G. schubarti Ponta da Cadeia 38 Inverno 01 68 19 151 49
G. schubarti Dilavio 40 Inverno 01 56 19 151 37
G. schubarti Guaiba R 51b Inverno 01 74 19 151 55
G. schubarti Guaiba LP 61 Inverno 01 53 19 151 34
G. schubarti mixopléide Gravatai 31 Inverno 01 33 16 118 17
G. schubarti mixopldide Jacui 57 Inverno 01 29 16 118 13
G. schubarti mixopléide Cai 58 Inverno 01 67 16 118 51
G. schubarti mixopléide Sinos 59 Inverno 01 44 16 118 28
G. schubarti mixoploide Ponta da Cadeia 38 Inverno 01 62 16 118 46
G. schubarti mixopléide Dilavio 40 Inverno 01 70 16 118 54
G. schubarti mixopléide Guaiba R 51b Inverno 01 33 16 118 17
G. schubarti mixopléide Guaiba LP 61 Inverno 01 65 16 118 49



Tabela 17. Testes estatisticos para comparacao de sensibilidade entre espécies.
DescricGes
DELTANEG
Intervalo de Confianga de
95%
Desvio Limite Limite

N Média padréo Erro padrédo Inferior Superior Minimo Maximo
G. tigrina 16 34,63 17,39 4,35 25,36 43,89 9,00 66,00
G. schubarti 16 35,56 11,47 2,87 29,45 41,68 18,00 55,00
G: SChL,l.bam 16 31,56 17,80 4,45 22,08 41,04 2,00 56,00
mixopldide
Total 48 33,92 15,57 2,25 29,39 38,44 2,00 66,00

Teste de Homogeneidade de Variancias
DELTANEG
Estatistica
de Levene dfl df2 Sig.
2,881 2 45 ,066
ANOVA

DELTANEG

Soma dos Quadrado

Quadrados df Médio F Sig.
Entre Grupos 140,04 2 70,02 ,280 757
Dentro dos 11257,63 45 250,17
Grupos
Total 11397,67 47

As variancias sdo homogéneas para a variavel indice de dano menos controle

negativo (ID - C-) por espécie segundo Levene (p=0.066). Nao ha diferencas significativas

entre as planarias G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixoploide segundo ANOVA

(p=0.757). A diferenca foi também testada por amostras pareadas. Os resultados séo

apresentados na tabela seguinte.
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Tabela 18. Teste t para amostras pareadas para verificar a diferenca entre as
sensibilidades das planarias G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixopléide em

relacdo a variavel de interesse ID — C-.

Teste de Amostras Pareadas

Diferengas Pareadas

Intervalo de
Confianca de 95%
para a Diferenca

Erro
Desvio Padréo Sig.
Média Padréo Médio Inferior Superior t df (bilateral)
Pair 1 tigrina - schubarti -,94 22,42 5,60 -12,88 11,01 -,167 15 ,869
Pair 2 tigrina - mix 3,06 23,19 5,80 -9,29 15,42 ,528 15 ,605

Pair 3 schubarti - mix 4,00 23,97 5,99 -8,77 16,77 ,668 15 ,515

Como ndo ha diferencas significativas entre as respostas dos trés grupos testados, 0s
dados obtidos a partir de qualquer destes grupos sdo comparaveis entre si.
Os testes estatisticos realizados a partir de agora, serdo meras repeticdes das

hipoteses j& testadas para o monitoramento do Guaiba com G. tigrina.

111.3.2.1. indice de Dano (ID) das Aguas Testadas

Mesmo nao havendo diferencas entre as sensibilidades da planarias no teste Cometa,
€ necessario avaliar se as respostas das espécies sdo positivas ou negativas. A comparacdo
entre as variaveis indice de dano e controle negativo traz este resultado. Foi realizado o
teste t para amostras pareadas entre ID e C- para cada uma das espécies. Os resultados sédo

mostrados na tabela que se segue:

Tabela 19. Resultado do teste t de amostras pareadas para verificar a diferenca
entre o indice de dano e o controle negativo nas planarias pertencentes aos trés

grupos testados.

Par ID & C- Teste t

Espécie t |df| Sig.
G. tigrina 7,966|15| 0,000
G. schubarti 12,40|15| 0,000
G. schubarti mixopléide |7,095|15| 0,000
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Os resultados foram significantes. G. tigrina respondeu de forma positiva a inducdo
de danos no DNA pelas dguas da bacia hidrografica do Guaiba (p=0,000). Da mesma forma
G. schubarti e G. schubarti mixopléide sofreram danos significativos no DNA quando
expostas as aguas da bacia do Guaiba, sendo a significancia igual para ambas (p=0,000).

Portanto, as aguas da bacia hidrografica do Guaiba induziram danos no DNA de G.
tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixoploide, sendo os trés grupos de planarias igualmente
suscetiveis ao potencial genotdéxico das dguas do manancial. Podem ser usadas quaisquer
destas trés espécies para avaliacdo do potencial genotéxico de aguas, pois as trés séo
sensiveis para avaliacdo de amostras ambientais que se caracterizam como misturas

complexas.

111.3.2.2. Comparacéao entre as Estacfes do Ano

As aguas para este teste de sensibilidade foram coletadas nos oito pontos amostrais
no verdo de 2000/2001 e no inverno de 2001. Nos resultados obtidos no monitoramento
com G. tigrina ja foi verificada a diferenga entre as estacdes extremas. Pode-se fazer
novamente tal comparacdo, utilizando-se desta vez os dados deste experimento de
sensibilidade.

Foi realizado o teste de ANOVA para verificar se ha diferenga entre o verdo e o
inverno quanto a variavel indice de dano menos controle negativo para cada um dos trés
grupos-teste: G. tigrina, G. schubartie G. schubarti mixopléide.

Os resultados para os trés grupos testados foram reunidos na mesma tabela.

Tabela 20. Resumo da estatistica para a comparagdo entre as estac¢des verao

2000/2001 e inverno 2001 quanto a variavel ID — C- agrupadas por espécie.

COMPARACAO ESPECIE X DP Homogenezidade de | ANOVA Sig.
Verdo 2000/2001 | G. tigrina 32,50 (12,95 0,080 § 0,641
&
Inverno 2001 36,75 21,67
Verdo 2000/2001 | G. schubarti 30,63 10,45 0,576 0,085
&
Inverno 2001 40,50 10,82
Verdo 2000/2001 | G.schubarti 28,75 18,94 0,923 0,546
& mixoploide
Inverno 2001 34,38 17,37
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As variancias sdo homogéneas e ndo ha diferenca entre o verdo 2000/2001 e o
inverno 2001 quanto a variavel de interesse ID — C- em nenhuma das trés espécies testadas,
embora seja préxima a significAncia entre verdo e inverno em G. schubarti (p=0,085) tendo
o0 inverno apresentado dados superiores.

Por ndo ter havido diferenca entre as sensibilidades dos trés grupos de planarias
testadas, a distingdo entre as duas estagbes extremas, verdo e inverno, pode ser verificada

tomando-se os dados obtidos para os trés grupos-teste em conjunto.

Tabela 21. Homogeneidade de variancias e ANOVA para testar a diferenca entre o
verao entre 2000 e 2001 e o inverno de 2001 quanto a variavel de interesse

ID — C- tomando-se os dados dos trés grupos de planarias em conjunto.

DescricGes
DELTANEG
Intervalo de Confianga
de 95% para a Média
Desvio Erro Limite Limite
N Média Padréao Padréao Inferior Superior Minimo Maximc
Verdo 2000/2001 24 30,63 14,00 2,86 24,71 36,54 2,00 56,00
Inverno 2001 24 37,21 16,64 3,40 30,18 44,24 9,00 66,00

Total 48 33,92 15,57 2,25 29,39 38,44 2,00 66,00

Teste de Homogeneidade de Variancias

DELTANEG
Estatistica
de Levene dfl df2 Sig.
1,502 1 46 ,227
ANOVA
DELTANEG
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio F Sig.
Entre Grupos 520,08 1 520,08 2,199 ,145
Dentro dos 10877,58 46 236,47
Grupos
Total 11397,67 47

As variancias sdo homogéneas (p=0,227) e ndo ha diferencas significativas entre o
verdo e o inverno para a variavel ID — C- (p=0,145), agrupando-se todas as trés espécies
testadas.

O mesmo teste foi realizado em relacdo a variavel indice de dano.
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Tabela 22. Homogeneidade de variancias e ANOVA para testar as diferencas entre
as estacdes quanto aos indices de dano induzidos tomando-se os dados dos trés

grupos-teste em conjunto.

DescrigGes
DANO
Intervalo de Confianga
de 95% para a Média
Desvio Erro Limite Limite
N Média Padréo Padréao Inferior Superior Minimo Méaximo
Ver&o 2000/2001 24 48,96 14,15 2,89 42,98 54,93 23 77
Inverno 2001 24 58,21 17,53 3,58 50,81 65,61 29 94

Total 48 53,58 16,44 2,37 48,81 58,36 23 94

Teste de Homogeneidade de Variancias

DANO
Estatistica
de Levene dfl df2 Sig.
1.621 1 46 ,209
ANOVA p=0,05015175044537
DANO
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio F Sig.
Entre Grupos 1026,75 1 1026,75 4,046 ,050
Dentro dos 11672,92 46 253,76
Grupos
Total 12699,67 47

O resultado foi p=0,05, no limite da significancia. Portanto, a diferenca entre o verao
e o inverno é discutivel quando usa-se a variavel indice de dano para a mensuracdo. Esta
diferenca no resultado da comparacdo é devida ao uso de variaveis diferentes no teste
estatistico, indice de dano menos controle negativo ou somente o indice de dano, mas como
mencionado anteriormente, ambas as variaveis sao aceitaveis para avalia¢do dos resultados.

O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney também foi aplicado, para comparacdo

com a resposta do paramétrico ANOVA.

Ranks
Soma dos
Estacao N Rank Médio Ranks
indice de Dano Ver&o 2000/2001 24 20,75 498,00
Inverno 2001 24 28,25 678,00
Total 48
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Teste Estatistico @

DANO
Mann-Whitney U 198,00
Wilcoxon W 498,00
z -1,857
Sig. Assintética (bilatera)l ,063
Sig. Exata (bilateral) ,064
Sig. Exata (unilateral) ,032

Probabilidade Pontual ,001
& Grupamento Variavel: estacdo do ano
A diferenca bilateral ndo é significativa (p=0,063), mas é discutivel. A diferenca
avaliada por um teste unilateral é significativa (p=0,032). Diante da discusséo estatistica, a
significancia biolégica do resultado deve prevalecer na decisdo (ver Discussdo).
Cabe enfatizar que nos dados obtidos nos dois anos de monitoramento com G. tigrina
houve diferenca significativa entre as estacfes do ano em relacdo a variavel indice de dano

(p=0,009) (ver Tabela 12).

111.3.3. Teste de Ames

A andlise estatistica para comparacdo dos resultados obtidos pelo laboratério
GENOTOX no teste de Ames nos pontos e datas de coleta coincidentes com os avaliados

nesta tese, serd apresentada na Discussao.
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111.3.4. Testes Piloto para a Padronizacdo do Monitoramento do Ar /n Loco

Através do Teste 7ra-SHM

Foram realizados testes piloto para a padronizacdo do monitoramento do ar /17 /oco
através do teste de mutacdo génica em pélos estaminais de T7radescantia (Tra-SHM). Tais
testes exigem varias repeticdes até que todos os parametros e variaveis sejam controlados.
Os testes iniciais exigem contagens precisas do niamero de pélos estaminais das flores de
Tradescantia clone 4430 e a analise do nivel basal de eventos mutacionais. Essas contagens
servem para estabelecer-se um controle histérico que servira como parametro de
comparacdo para verificar a resposta dos testes nos locais a serem monitorados. Portanto
como resultados nos testes preliminares obtivemos:

1. Controle negativo histérico do estoque de Tradescantia clone 4430;

2. Determinacdo do numero médio de pélos estaminais da populacdo estoque;

3. Teste para avaliagdo do pico de mutacBes em pélo estaminal apds 7°, 8°, 9° e 10° dias
de recuperacdo apos exposi¢cao das inflorescéncias no ponto localizado na confluéncia da
Av. Ipiranga com Silva Sé;

Para obter-se o controle negativo historico da nossa populacdo de T7radescantia clone

4430 foram contados os pélos dos seis estames de sete flores em duas coletas distintas.

Na Tabela 23 tém-se os resultados das analises para determinacdo do controle negativo

histérico da primeira coleta.

Tabela 23. Resultados da contagem de pélos e eventos mutacionais da primeira

coleta em sete flores de Tradescantia clone 4430.

Controle negativo histérico de mutagdes em pélos
estaminais do estoque de Tradescantia clone 4430

Total de pélos por Mutagdes

NUmero de pélos por estame flor

Flor1 36+35+23+34+26+36 190 -
Flor2 47+57+51+48+40+55 318 -
Flor3 53+49+40+47+40+40 269 M
Flor4 47+46+61+32+41+45 272 -
Flor5 38+42+33+33+38+35 219 -
Flor 6 31+34+31+32+36+40 204 -
Flor7 35+42+33+33+46+34 223 -
Total 1695

Média de pélos por flor nesta contagem = 242,14

1 mutacdo em 1695 pélos mut./1000 = 0,59 (z 6 x 104) 65



Como resultado desta andlise obtivemos varias leituras do nimero total de pélos por
flor. A média do namero total de pélos por flor foi de 242,14. Os resultados da segunda

coleta estéo detalhados na tabela a seguir.

Tabela 24. Resultados da contagem de pélos e eventos mutacionais da segunda

coleta em sete flores de Tradescantia clone 4430.

Total de pélos por MutacgGes

NUmero de pélos por estame flor

Florl 44+43+43+34+45+33 242 -
Flor 2 46+45+42+41+31+39 251 -
Flor3 51+39+33+45+34+41 243 -
Flor 4 39+43+36+35+44+32 229 -
Flor5 42+41+44+39+47+49 269 M
Flor6 36+34+58+58+44+58 288 -
Flor 7 34+26+36+51+51+44 242 -
Total 1764

Média de pélos por flor nesta contagem = 252
1 mutacdo em 1764 pélos mut./1000 = 0,57 (z 6 x 104)

Portanto temos:
Média de pélos por flor na primeira contagem =242,14

+

Média de pélos por flor na segunda contagem = 252

Ndmero médio de pélos por flor = 247

Este, portanto, foi o primeiro parametro obtido na realizacdo dos testes de
monitoramento do ar /7 /oco. As contagens de eventos mutacionais do controle negativo
histérico é baseada no numero médio total de pélos estaminais (247). No entanto, h&
recomendacdo de contagem de eventos e pélos estaminais em 3 flores por teste e
extrapolagdo do numero médio de pélos para 7 flores ao invés de usar-se este numero
médio de pélos (Ma, Saldiva e Rodrigues, 1998).

Para o controle negativo historico foi determinado o valor de 0,58 mutagbes por mil
pélos examinados, ou seja, a média dos valores obtidos na primeira (0,59) e segunda coletas

(0,57).
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Como as condi¢Bes de cultivo ainda precisam ser otimizadas, tém-se um numero
reduzido de plantas e portanto, de inflorescéncias, para poder-se realizar testes. Para cada
ponto de monitoramento do ar sdo necessarias cerca de 25 inflorescéncias, para garantir-se
0 numero de 7 flores abertas no tempo de recuperacgdo avaliado como o mais adequado para
a contagem dos eventos mutacionais. Este parametro também deve ser fixado ao longo de
varios experimentos, 0 que exige uma producao elevada de inflorescéncias.

No teste realizado foram expostas 15 inflorescéncias no ponto localizado na Av. Silva
S6 com a Av. Ipiranga. Este ponto foi considerado importante para 0 monitoramento porque
h&d um grande transito de veiculos por minuto neste local na cidade de Porto Alegre,
principalmente no inicio da manh& e a tardinha. A exposi¢do iniciou as 18 horas e terminou
as 8:00 h da manha do dia seguinte, totalizando 14 horas (ver Material e Métodos).

As inflorescéncias expostas foram mantidas em camara com temperatura controlada
de 21° C para recuperagdo com aeragdo constante. As leituras foram realizadas nas flores
abertas no 7°, 8° e 10° dia de recuperacao, ja que no nono dia ndo havia flores abertas. Na

Tabela 25 constam os resultados de tais leituras.

Tabela 25. Leitura do numero de eventos mutacionais induzidos em T7radescantia
clone 4430 expostas no ponto localizado na Av. Silva S6 esquina com Av. Ipiranga

no bairro Petropolis em Porto Alegre.

Mutacoes e localizacao no pélo
Dias de estaminal / flor
recuperacao 5 5

el a2 3 a s Mo | "t
M (IM |1P |1P

70 4 /988 4,0
0 IM |4 |0

8° » 5/988 5,1

9° NAO HAVIA FLOR ABERTA -
1P

10° 1/247 4,0

Os resultados mostram que ndo ha diferencas significantes entre o sétimo e o
décimo dia de recuperacdo, por ter sido detectado indices similares de mutacdes por mil
pélos. O experimento ndo progrediu com sucesso e a amostra avaliada foi muito pequena e,
portanto, insuficiente para fixar este parametro. Sao necessarios mais testes piloto para
obter o dia de recuperacdo onde temos um pico mutacional, e pode ser que ndo haja

diferengas significativas no nimero de eventos contados nos dias de recuperacdo. Mais
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experimentos serdo realizados se for possivel otimizar o cultivo e a producdo de
inflorescéncias for suficiente.

Como resultado final verificou-se a indu¢do de uma média de 4,5 mutacdes por mil
pélos estaminais (10:2.223) no ponto de monitoramento localizado na Av. Silva S6 com
Ipiranga em Porto Alegre em relagdo ao controle histérico negativo que foi de 0,58/1000 (=

6:10.000), indicando o potencial genotéxico do ar neste local (y°= 4,09; p<0,05).
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IV. DISCUSSAO

IV.1. Avaliagdo da Genotoxicidade Ambiental

H& muitas raz6es que justificam um bom entendimento dos niveis de exposicdo e de
impacto de substancias genotéxicas no ambiente. Talvez as mais Obvias refiram-se a
carcinogénese (Miller & Miller, 1977). Quimicos genotéxicos, em virtude de sua alta
reatividade, também podem contribuir para outras respostas téxicas, incluindo defeitos
hereditarios através de mutacdes em células da linhagem germinativa e efeitos
teratogénicos. A interferéncia na reproducéo, tanto quanto os efeitos carcinogénicos, podem
causar impacto nos organismos em nivel populacional. Para verificar tais efeitos é importante
mapear mutacdes especificas relacionadas ao cancer no organismo-teste. Neste contexto foi
importante o achado de mutacdes caracteristicas no gene ras em tumores induzidos por
xenobidticos em espécies de peixes (Bailey et al., 1996).

A importancia dos danos no DNA como contribuintes para toxicidade irreversivel,
outra que ndo o cancer (chamada de sindrome da doenca genotoxica) foi evidenciada por
Kurelec (1993). Numerosos eventos mutacionais tém sido relatados como prejudiciais a
reproducdo de organismos (De Flora et al., 1991). Por outro lado, tem sido demonstrado o
poder da genotoxicidade na promocdo da variabilidade genética. MutacBes deletérias
dominantes geralmente sdo selecionadas negativamente, permanecendo no ambiente
somente durante algumas poucas geragdes, enquanto mutac¢Bes recessivas podem ficar
protegidas nos heterozigotos, compondo a carga genética da populacao (Wurgler & Kramers,
1992).

A genotoxicidade ndo se limita a poluentes ambientais ex6genos. Danos oxidativos no
DNA contribuem, sozinhos, para um nivel basal de formacdo de wuma 8-
hidroxideoxiguanosina em 130.000 bases de DNA nuclear de ratos (Richter et a/., 1988) que
€ similar ao nivel observado em peixes (Mitchelmore et a/., 1996). A 8-hidroxideoxiguanosina
€ uma base rara que causa erros de pareamento e portanto pode contribuir para a formacao
espontanea de tumores. Além disso, o dano oxidativo no DNA também € relevante como
efeito secundario de alguns poluentes, incluindo compostos nitroaromaticos e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que podem produzir espécies reativas de oxigénio
através do ciclo de oxi-reducdo de metabdlitos. O impacto de tais danos podera ser
influenciado pela capacidade antioxidante e de reparacdo do DNA do organismo (Winston &
De Guilio, 1991).

Invertebrados sdo promissores para o monitoramento de efeitos de exposicdo a
genotoxinas nos ambientes aquaticos, pois eles acumulam mais hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos do que os peixes, como resultado da sua baixa taxa metabdlica (Dunn, 1991).
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IV.2. As Planarias como Organismos-teste para Avaliacdo do Potencial

Genotoxico de Amostras Ambientais

A avaliacdo de espécies expostas a genotoxicos no ambiente aquatico é complicada.
Existem multiplos poluentes potenciais, freqlientemente encontrados como misturas
complexas. Variacdes sazonais importantes ocorrem, por exemplo, nas condicBes
ambientais, estado hormonal e nutricional dos organismos, e é sabido que tais fatores
podem ter uma influéncia dramatica nos sistemas enzimaticos que ativam e detoxificam
genotoxicos. A avaliagdo da genotoxicidade em peixes ou em invertebrados aquéticos, em
laboratério ou no meio, pode ser feita em nivel molecular ou cromossémico. As planarias se
inserem neste contexto. Nas espécies G. schubarti e G. tigrina foram avaliadas respostas
genotoxicas positivas em nivel molecular, pelo teste Cometa e através da andlise de
aberracdes cromossémicas, frente aos clastogénicos de referéncia metil metanossulfonato,
ciclofosfamida e radiacdo y (Lau, 1998). G. schubarti mixoploide também respondeu de
maneira sensivel & inducdo de danos no DNA com sulfato de cobre (Guecheva, 2001) e metil
metanossulfonato no teste Cometa, e & andlise de aberragdes cromossdémicas induzidas por
radiagéo y (Jaeger, 2001, dados nédo publicados).

As planarias testadas apresentam vantagens para avaliacbes da genotoxicidade de

substancias e de amostras ambientais:

I Apesar de sua primitiva posi¢cdo filogenética sdo organismos complexos, com
especializacdo dos elementos histolégicos anatébmicos (Balavoine & Telford, 1995;
Gustafsson, 1998);

IT. Esta especializacdo celular é reversivel, sendo a causa da sua grande capacidade de
regeneracdo. Um fragmento regenera-se em um novo individuo, completo e com todos os
orgaos funcionais. A planaria pode ser cortada em varios pedacos, podendo ser usada
uma parte do mesmo organismo em cada dose do tratamento e controle; assim, torna-se
controle de si mesma, eliminando diferencas interindividuais que influenciam nas

respostas aos tratamentos;

ITI. O tecido em regeneracdo apresenta um alto indice mitdtico. Elas possuem poucos
cromossomos, grandes e quase sempre todos os pares sdo identificaveis, sem
bandamento. G. tigrina tem 2n = 16 e G. schubarti 2n=8. Popula¢cbes com estes
caridtipos apresentam reproducdo sexuada. Sdo hermafroditas, realizando fecundagao
cruzada. Ndo h& noticias de autofertilizacdo. H4, no entanto, populacfes tripléides e
mixoploides dessas mesmas espécies. G. tigrina com 3n = 24, G. schubarti com 3n=12 e

G. Sschubarti mixoploide, com células 2n=8 e células 3n=12. Estas populacbes
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reproduzem-se somente de forma assexuada. Estes polimorfismos cromoss6micos sao

comuns em planarias (De Vries et al., 1984);

IV. Adaptam-se muito bem as condicdes de laboratério e seu cultivo, assim como a

analise cromossdmica € barata e facil;

V. Sdo altamente sensiveis a agentes genotdxicos e mostram resisténcia a toxicidade,
sobrevivendo a inducdo de aberracBes cromossémicas e quebras no DNA durante o

tratamento com drogas e amostras ambientais de 4guas ou misturas complexas;

VI. A espécie G. tigrina é endémica do Sul do Brasil e facilmente encontrada na natureza,
permitindo comparacdes dos resultados em experimentos controlados de laboratério com
avaliacOes feitas diretamente no ambiente. As planarias séo mundialmente distribuidas, e
sdo muito provavelmente encontradas em quaisquer ambientes sem poluicdo ou pouco
poluidos. Dessa forma é possivel a selecdo de espécies endémicas que poderdo fornecer
resultados mais esclarecedores a respeito do impacto ambiental regional, jA que as
condi¢cBes climaticas, edéficas, fisico-quimicas e de biodiversidade, diferem de pais a pais
e de regido a regido, principalmente se considerarmos a variedade dos ecossistemas
brasileiros (Preza, 1995). G. tigrina foi selecionada para o monitoramento da bacia
hidrogréafica do Guaiba porque reproduz-se mais rapidamente e gera mais descendentes
do que G. schubarti em condicbes de laboratério. Ambas, como ja comentado,
reproduzem-se de forma sexuada e isso gera e mantém a variabilidade genética das
populacdes. Ja G. schubarti mixopléide reproduz-se de forma assexuada, por divisdo
transversal do corpo. Essa planaria, portanto, gera grandes populacdes em pouquissimo
tempo, mas, possivelmente, com menor variabilidade genética. Com essas caracteristicas
diferentes, pode-se selecionar espécies adequadas a cada tipo de teste.

Se formos analisar o efeito genotdxico de uma substancia nova, que nunca foi
avaliada, é adequado usar-se G. schubarti mixoploide, porque estaremos controlando a
variavel da diferenca genética interindividual, que ira influenciar os resultados. Mesmo
usando-se G. tigrina ou G. schubarti, pode-se corta-las em varios pedagos tornando-as
controles de si mesmas. Esta € uma outra forma de eliminar a diferenca interindividual.

Existem vérias situacbes onde se pretende identificar individuos expostos a
agentes potencialmente téxicos no ambiente. Na maioria das avaliacdes tende a haver um
alto grau de variabilidade interindividual em resposta a agressdes quimicas. Ha fatores
enddgenos que geram conflito como a idade e caracteristicas genéticas, além de fatores
exdgenos como o estado nutricional. Estas caracteristicas sdo biomarcadoras de
exposicao, dose-resposta e suscetibilidade, e esta ultima é influenciada pelo gendtipo e
pool génico da populacdo. Individuos controle, ndo expostos, podem exibir um nivel de

dano mais alto do que individuos expostos e alguns individuos expostos podem
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apresentar indices de dano menores do que os controles. Assim, nestas situacdes, apenas
a média dos valores do grupo pode resolver o problema relacionado a exposi¢édo. O dado
individual é de uso limitado (Anderson, 2001). Também por esse motivo, além dos outros
ja citados, selecionamos G. tigrina para 0 monitoramento das adguas da bacia do Guaiba.
Como descrito na metodologia, foram usados 7 individuos com trés meses de idade para
exposicdo a cada amostra. Assim, tém-se uma representacdo da variabilidade genética da
populacdo nos testes, a despeito do tamanho amostral reduzido, simulando as condi¢des

de exposicdo que sdo normalmente encontradas no ambiente.

VII. As planérias sdo bioindicadoras naturais da qualidade da &gua. O Instituto de
Pesquisa das Planéarias (IPP) - UNISINOS, pratica h4 anos um trabalho de levantamento
da qualidade das &guas a partir das espécies de planérias ali encontradas. G. tigrina é
resistente a poluicdo, sendo encontrada em &guas paradas, pantanosas e as vezes
poluidas, como no laguinho do Parque Farroupilha (Redenc@o) em Porto Alegre-RS, mas
possui alta sensibilidade genotodxica, o que assegura sua sobrevivéncia para a realizagao

dos testes;

VIII. No laboratério, os testes controlados realizados com planérias simulam todas as
condicdes de testes /n vitro, sé que sao /n vivo, pois sdo realizados com organismos
integros, vivendo similarmente as condi¢Ges naturais. Segundo Ashby (1991), testes /in
vivo sdo mais preditivos e precisos que testes /n vitro. Os linfécitos humanos em cultura
sdo o tipo celular mais popular empregado para monitoramento ambiental (Anderson,
2001) e as planarias G. schubarti mixopléides podem ser empregadas com objetivos
semelhantes aos dos estudos em linfécitos humanos, com vantagens a mais: testes com
planarias em laboratério perfazem satisfatoriamente as condi¢des dos testes /in vitro e in
vivo, com vantagem da sua manutencdo ser mais simples e barata do que a de células
em cultura.

Até este momento, apenas supunhamos a aplicabilidade das planarias como
organismos-teste para monitoramento ambiental ja& que haviam respondido bem a
mutagénicos de referéncia (Lau, 1998). No presente trabalho, G. tigrina, G. schubarti e G.
schubarti linhagem mixopléide responderam de forma positiva a inducdo de danos no DNA
pelas aguas da bacia do Guaiba avaliadas pelo teste Cometa. Estes resultados permitem
concluir que G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixopldide podem ser usadas como
organismos-teste, por sua sensibilidade e todas as vantagens apresentadas acima. Testes
adicionais como a analise de aberragdes cromossémicas, poderdo ser realizados. Ha ainda a
possibilidade de monitoramento /7 situ, com exposi¢do das planarias nos locais a serem

avaliados.
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Novos testes, com organismos ndo pesquisados anteriormente para este fim, exigem
a avaliacdo de certos critérios basicos, para que haja aceitacdo consensual. Sdo eles:
suprimento simples de equipamento; disponibilidade de organismos-teste; reprodutibilidade
dos resultados; simplicidade e baixos custos; suprimento abundante de agua de qualidade
desejada; importancia ecoldgica do efeito testado sobre o organismo; relevancia e
importancia (ecolégica ou econdbmica) do organismo-teste (APHA, 1992 cf. Preza, 1995). As

planérias satisfazem todos estes critérios.

111.3. Quebras de Fitas do DNA como Bioindicadoras Sensiveis de

Genotoxicidade

H& alguns anos tem sido reconhecido que a exposi¢do a carcinogénicos pode levar a
perda da integridade do DNA, e atualmente, ha muito interesse na determina¢éo do nivel de
quebras de fita (strand breakage ou SB) como um indicador sensivel de genotoxicidade. A
producdo de SB tem boa correlacdo com propriedades mutagénicas e carcinogéncias de
poluentes ambientais com estruturas quimicas diversas (Sina et al., 1983). Tém sido feitas
tentativas para a determinacdo do fundamento das SBs e a aplicabilidade dessa medida
como biomarcador (Mitchelmore & Chipman, 1998), com amostras avaliadas a partir do teste
Cometa. MutacgBes, por si mesmas, sdo de dificil interpretacdo, a ndo ser que as mudancas
de bases sejam analisadas de forma especifica; mesmo assim, a natureza causal dos eventos
mutacionais ndo € conhecida. Tém sido avaliados adutos carcinogénicos especificos com o
uso de anticorpos, por exemplo. Essa informacdo € importante em relacdo a modificacdo
inicial do DNA, mas as consequéncias s6 podem ser admitidas se baseadas no conhecimento
de que lesdes pré-mutagénicas sdo apenas potenciais causadoras de cancer. Medidas de
adutos especificos também s&o limitadas no monitoramento ambiental porque os agentes
genotodxicos sdo multiplos e muitas vezes desconhecidos. O sucesso de técnicas de deteccado
de adutos genotdxicos para peixes em laboratério e no ambiente tem sido demonstrado,
embora seja preciso advertir sobre as limitagbes da metodologia e dificuldades de
interpretacdo dos resultados (revisdo em Mitchelmore & Chipman, 1998).

Quebras simples ou duplas no DNA podem ocorrer através de mecanismos diversos,
como via sitios alcali-labeis (como exemplo os produzidos por radia¢do ultravioleta, radicais
livres de oxigénio e nitrogénio e outros intermediarios reativos) e através da acdo de
enzimas de reparacdo de excisdo. Consequentemente, a medida de SB, detectada pelo teste
Cometa, oferece meios de avaliacdo da exposicdo de organismos a uma ampla gama de
genotoxicos quimicos que podem modificar o DNA por diferentes meios e € mais sensivel do

gue outros ensaios para avaliacdo da clastogenicidade, como o teste de microndcleos
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(Pandrangi et al., 1995; Koppen & Verschave, 1996). No entanto, é importante reconhecer
que SBs podem ocorrer via mecanismos nado relacionados a genotoxicidade direta de um
quimico. A ativacdo de enzimas como endonucleases e topoisomerases, através da elevagao
do nivel de calcio intracelular, por exemplo, pode originar SBs e ainda incrementar o nivel de
reagentes endégenos como radicais superoxido e éxido nitrico (Meneghini, 1988). Portanto,
SBs detectam tanto efeitos diretos de substancias xenobiéticas, quanto refletem o dano do
estado redox normal da célula, como demonstrado no teste Cometa em células V79 de
hamster chinés e linfécitos humanos (Hartmann & Speit, 1997). Devido a essa nao-
especificidade que SBs tém limitagbes na verificacdo da genotoxicidade de quimicos. No
entanto, a natureza inespecifica do teste, associada a sensibilidade e aplicabilidade a muitos
tipos celulares pode ser considerada favoravel para o monitoramento ambiental, desde que
seja buscada uma compreensdo mais detalhada das causas de qualquer efeito observado
através desse método.

Diferentes métodos tém sido usados para a deteccdo de SBs. Tém sido aplicadas
variacbes de técnicas de sedimentagdo alcalinas e neutras em gradientes de sucrose. No
entanto, estas técnicas despendem muito tempo e ndo sdo tdo sensiveis quanto o
desenovelamento das fitas de DNA por tratamento alcalino, eluicdo alcalina ou o teste
Cometa (Ahnstrom, 1988).

111.4. O Teste Cometa Aplicado a Avaliagdo do Potencial Genotoxico de

Amostras Ambientais

O biomonitoramento é uma area importante dentro das ciéncias ambientais. Testes
de biomonitoramento devem ser rapidos, relativamente baratos, sensiveis e reprodutiveis.
Nem todos os testes genéticos cumprem todos esses quesitos. O teste de aberracdes
cromossémicas e troca entre cromatides-irmds consomem muito tempo, a técnica para
deteccdo de adutos no DNA tem um alto custo, e o teste de micronucleos, um dos mais
usados, ndo tem aceitacdo consensual como instrumento de monitoramento ambiental.
Desde que o protocolo da versdo alcalina do teste Cometa foi publicado por Singh et al.
(1988), seu uso tem crescido em diferentes areas: aplicacBes clinicas, monitoramento
humano, radiobiologia, genética toxicoldgica e ecotoxicologia genética. A versado alcalina do
teste Cometa tem sido amplamente empregada em genética ecotoxicologica. Muitos tipos de
organismos como plantas, vermes, moluscos, peixes, anfibios e mamiferos tém sido usados
no teste Cometa. Experimentos /n vitro e in vivo assim como estudos /7 situ tém sido

desenvolvidos em varios ambientes (agua, ar e solo) (Belpaeme et al., 1998; Tice et al.,
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2000). Nos artigos de revisdo publicados recentemente, o procedimento do teste original foi
modificado de acordo com o tipo celular (Belpaeme et a/., 1998).

Como um dos objetivos deste trabalho temos a validacdo do teste Cometa em
planarias como candidato para o monitoramento de ecossistemas de agua doce. A
simplicidade e a sensibilidade do teste Cometa faz dele um sistema de teste adequado para
biomonitoramento de organismos expostos de forma crbnica. No entanto, os protocolos e as
condi¢cBes experimentais devem ser escolhidos com cuidado.

O teste Cometa, também chamado teste de célula Unica em gel de eletroforese
(SCGE), mede quebras no DNA (SBs) de células Unicas em suspensdo, diretas ou induzidas
por lesbes como metilacdo e adutos, cujo procedimento torna essas anomalias lesdes
alcalilabeis, detectadas sob as condi¢des do ensaio na sua forma alcalina (Green et al., 1992;
Fairbairn et al.,1995; Tice, 1995a). Em contrapartida, os indutores de liga¢gfes cruzadas, sao
menos detectados, provavelmente por estabilizarem a cromatina (Speit & Hartmann, 1996).
No entanto, o teste pode se tornar mais sensivel de acordo com os parametros e protocolos
usados (Cotelle & Ferard, 1999).

O teste Cometa se caracteriza pela heterogeneidade das respostas que variam em
funcdo das condi¢Bes do teste (revisdo em Fairbairn et al, 1995; revisdo em Tice et al.,
2000). As condicBes para o teste Cometa em planarias estdo padronizadas, mas isto levou
muito tempo e perdemos varios testes por causa de pequenos detalhes técnicos. O modo de
preparo da suspenséao celular € um detalhe que interfere na qualidade dos testes. O uso da
tripsina 0,48% evita o dano ocasionado quando as células sdo individualizadas através de
expedientes mecanicos. A tripsina € uma enzima que faz a digestdo de proteinas que
mantém as células do tecido agregadas. Como o0 teste Cometa exige uma suspensdo de
células individuais, ela tem sido usada com este intuito. No entanto, sua acdo deve ser
interrompida ap6s 2 min para evitar a apoptose das células. Isso foi feito adicionando-se
soro bovino fetal a suspensado. As proteinas do soro bovino fetal competem com as proteinas
do tecido e a tripsina cessa sua acdo sobre as células de planarias. Um detalhe importante
no uso da tripsina é que deve ser preparada imediatamente antes do inicio do teste, ja que a
sua capacidade de agdo a temperatura ambiente termina em cerca de duas horas. Da
mesma forma, o congelamento da solucdo de tripsina para uso posterior faz com que ela
ndo tenha a mesma capacidade de degradagcdo de proteinas que possui quando recém
preparada, fazendo com que ocorram aglomeracdes de células na lamina, que dificultam a
analise.

Outro parametro importante fixado foi o pH do tampdao de lise. Esta condicdo é critica
para o resultado do teste. O pH deve ser justamente 10. Diferencas consideradas

insignificantes, como 0,3, ja interferem na aparéncia das células ap6s a eletroforese,
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dificultando a avaliacdo das classes de dano das células e a medicdo do comprimento da
imagem. Juntamente com o pH do tamp&o de eletroforese, o tempo do tratamento alcalino
interfere enormemente nos resultados, pois nesse passo ocorre o0 desenovelamento do DNA
e a expressao dos sitios alcalilabeis, que disponibilizam os fragmentos oriundos das quebras
para a migracdo no gel de eletroforese que sera visualizada como a cauda do Cometa. O pH
do tampao para eletroforese recomendado pela literatura é pH>13 (Cotelle & Ferard, 1999).
O pH nos testes com planarias € igual a 12,6. Esta foi a condicdo estabelecida que melhor
contribuiu para que o controle tivesse um indice de dano aceitdvel como negativo.

O nivel de dano em controles negativos originarios de tecidos, tanto animais quanto
humanos, é geralmente alto em relacdo aos experimentos com sangue ou células em cultivo,
devido as limitacBGes técnicas jA mencionadas. Para realizar-se testes com planarias ou outros
organismos, é necessario testar sangue humano concomitantemente, para haver um
controle interno das condicbes do teste. Assim, pode-se atribuir possiveis problemas a
padronizacdo com um tipo celular especifico, tendo-se sempre o referencial de dano
reconhecido em relacdo ao comportamento padrdo das células de sangue no teste. Além do
controle interno, diferencas estatisticamente significantes entre tratamento e controle
permitem considerar que as alteragcbes no DNA aumentadas verificadas possam ser
consequéncia do efeito bioldégico danoso induzido pelas amostras ambientais testadas.

A avaliacdo dos controles negativos intra-espécies em nosso laboratorio, realizada em
testes diferentes, mostrou diferencas. A base da heterogeneidade é tanto biolégica quanto
técnica. Diferencas de sensibilidade entre os individuos testados, diferencas no status
nutricional e variabilidade genética certamente influenciaram nas respostas. No entanto, a
otimizacdo de todos os parédmetros do teste Cometa para as planarias possibilitou um
controle negativo com indices aceitaveis quando comparado ao controle negativo interno
(sangue humano). Da mesma forma o controle positivo realizado através da exposicdo das
planarias a0 MMS x 102 mM mostra um resultado claramente positivo na anélise do teste. As
planarias paludicolas G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixopléide sdo adequadas e
muito sensiveis como bioindicadoras de genotoxicidade através do teste Cometa.

A reparacdo do DNA tem um efeito complicador sobre os resultados do teste Cometa:
torna detectaveis os adutos que sdo induzidos pelos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
presentes nas amostras ambientais, devido principalmente as quebras causadas no processo
de excisdo, mas também elimina rapidamente as les@es, limitando a persisténcia dos efeitos
dos mutagenos (Speit & Hartmann, 1996). Por esse motivo foi realizado o teste em G.
schubarti mixopléide para avaliar se houve reparacdo dos danos. Ha correlacéo negativa (r=-
0,886) e significante (p=0,003) entre o tempo de reparacdo e o indice de dano avaliados no

teste Cometa em G. schubarti mixoploide. A medida que o tempo progride apés a inducéo da
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mutagenicidade, o indice de dano diminui, pois ha reparacdo. Ha diferenca significativa no
indice de dano ao longo do tempo avaliada pelo teste t entre amostras pareadas (p=0,000).
Este experimento mostrou que o dano induzido no DNA pelo tratamento é reparado
lentamente pelas planarias. Dois dias ap6s a inducdo, o dano persiste numa taxa de cerca de
50% em relacdo ao momento zero, logo apds a suspensdo do agente mutagénico, indicando
que a reparacdo é lenta. O resultado concorda com o obtido por Hartmann et a/. (1995), que
verificou um claro incremento na média de migracdo do DNA um dia ap6s a primeira
aplicacdo de ciclofosfamida em pacientes com cancer e persisténcia desse aumento até o
sétimo dia depois da Ultima exposi¢ao.

ApoOs a padronizacdo das condi¢cdes do teste Cometa em planérias com genotéxicos

de referéncia (Lau, 1998) foi possivel avaliar amostras ambientais.

111.5. Avaliacdo do Potencial Genotéxico das Aguas da Bacia Hidrografica

do Guaiba na Regido Metropolitana de Porto Alegre — RS

As 4guas da bacia do Lago Guaiba séo utilizadas como fonte de abastecimento para
cerca de 1 milh@o de habitantes (97% da populacdo de Porto Alegre), e sdo uma importante
via de navegacao, pois liga o centro do estado ao porto de Rio Grande. Sdo ainda utilizadas
para recreagdo, pesca, irrigacdo, habitat de espécies, fonte de lazer, turismo e harmonia
paisagistica (Secretaria da Coordenacdo e Planejamento do RS — Pré Guaiba, 1998).

Estdo localizadas na area dessa bacia 8.236 industrias (Pro-Guaiba/ Fepam, 1997).
Muitas destas industrias sdo representantes dos principais setores produtivos do Estado:
siderurgia, refinaria de petroleo, industrias de cimento, papel, celulose, petroquimica,
extracdo carbonifera, lavouras de exportacdo, setor coureiro-calcadista e metal-mecénico.
Esses setores sdo responsaveis por 86% do PIB do Rio Grande do Sul e 6,54% do PIB do
Brasil. Em suas margens ainda estdo presentes zonas de agricultura intensiva e regides
urbanas incluindo a regido metropolitana da capital, Porto Alegre. Os diagndsticos realizados
para as areas urbanas e rurais da bacia, a partir das informac6es de diversas instituicdes
estaduais e municipais, revelaram a existéncia de situagbes de poluicdo ambiental
generalizada em todas as sub-bacias (Secretaria da Coordenacédo e Planejamento do RS —
Pré Guaiba, 1998).

Além de acBGes de controle de poluicdo ambiental, verificou-se a necessidade de
recuperar, manter, e ampliar as acbes de monitoramento das dguas e do ar nas areas mais
comprometidas.

Foram avaliadas amostras de 4gua de oito pontos diferentes da bacia hidrogréafica do

Guaiba, na regido metropolitana de Porto Alegre, durante dois anos. Estes pontos s&o
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algumas das estacbes de coleta usadas pelo DMAE — Departamento Municipal de Agua e
Esgotos, para avaliar a qualidade das aguas do Guaiba, pois este manancial abastece a
regido metropolitana de Porto Alegre. Os pontos de coleta foram selecionados por terem sido
considerados como representativos na formacdo e composi¢cdo das aguas do Lago Guaiba.
Os pontos selecionados foram a estacdo 31, foz do Rio Gravatai, definida como prioritaria
para o programa Pro-Guaiba, a estacdo 57, foz do Rio Jacui, estacdo 58, foz do Rio Cai, e
59, foz do Rio dos Sinos, para uma avaliacdo prévia da contribuicdo dos afluentes para a
poluicdo da Bacia do Guaiba (Fig. 1). Dos pontos monitorados pelo DMAE no Guaiba (Fig. 2)
selecionamos a estacdo 38, Ponta da Cadeia, por ser um ponto de emissdo subaquética de
poluicdo urbana (Atlas Ambiental de Porto Alegre, 1998), estacdo 51b, que recebe efluentes
da Riocell, estacdo 61, foz do Guaiba, préxima a saida das 4guas do Guaiba para a Lagoa
dos Patos e a estacdo 40 Arroio Dilavio que é uma éarea onde foi constatado um grande

impacto ambiental (Atlas Ambiental de Porto Alegre, 1998).

111.5.1. Correlagdo do Indice de Dano (ID) entre os Grupos-Teste e

Controle Negativo (C-)

O teste Cometa caracteriza-se pela heterogeneidade das respostas, dependentes de
variagdes minimas nas condi¢fes do teste como ja discutido. Ao microscopio as imagens de
forma circular demonstram que o DNA néo foi lesado, e em forma de “cometa” demonstram
lesdo. Ha varios critérios utilizados para verificar se um resultado é positivo no teste Cometa
(Tice et al., 2000). A analise foi feita com medidas das células através de uma lente ocular
com escala (Betti ef al., 1994); e através da avaliacdo visual das classes de dano (de 0 - sem
dano, a IV - dano maximo), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por
uma populacdo de células (Collins et al., 1993; Anderson et al., 1994). O indice de dano (ID)
é calculado através da frequéncia relativa de células com as classes de dano visualizadas,
multiplicada pelo valor atribuido a cada classe, de 0 a 4. Soma-se tudo e tem-se o ID da
amostra e/ou controles.

As amostras de agua coletadas em cada estacdo foram avaliadas conjuntamente,
formando um grupo-teste. Por isso 0s controles negativos e positivos sdo iguais para uma
determinada estacdo do ano. Sendo os controles iguais para todas as amostras testadas em
uma estacdo, pode-se verificar se ha influéncias metodoldgicas, inerentes a técnica do
Cometa, sobre o resultado. Para isso foi feito um teste de correlacdo entre os controles
negativos e os resultados das aguas testadas.

A correlacdo de Pearson (r=0,298) entre o indice de dano e o controle negativo foi
significante para 5% no teste Cometa em G. tigrina. A correlacdo significante revela que
pequenas varia¢des nas condi¢Bes do teste Cometa influenciam o indice de dano obtido nos
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testes e nos controles negativos. Para corrigir o problema adotou-se uma nova variavel a
partir da diferenca entre o indice de dano (ID) obtido nas amostras e o controle negativo
(C-) migrado em cada teste. Esta variavel é identificada por ID — C- ou DELTANEG. Tal
grandeza é mais auténtica e isenta de vieses técnicos, porque representa somente o indice
de dano real sofrido pelas células pois o dano de fundo ou background de mutacbes
caracteristico das células de planarias no teste Cometa foi eliminado. Quando nado ha
correlacdo, ou seja, quando as condicdes do teste ndo influenciam a resposta dos testes e
dos controles, sendo os indices de dano dos testes obtidos independentemente dos indices
de dano dos controles, o ID é aceitavel. O ID — C- diminui a flutuacdo dos resultados que
variam em funcéo das diferencas minimas nas condi¢cdes de teste para teste, por isso € um
parametro mais confiavel para a andlise dos resultados. Conforme a revisdo de Tice et al.
(2000) um dos problemas do teste Cometa é a variedade de métodos de analise das
respostas e 0s muitos testes estatisticos diferentes para testa-las. No entanto, as
abordagens tipicas incluem um teste de correlacdo para a avaliar a associacdo dose-resposta
e uma comparacdo de amostras pareadas de cada grupo dose em relacdo ao controle para
identificar-se efeitos significantes nas doses individuais. O método estatistico pode ser
unilateral quando é testada apenas uma possibilidade, ou seja, somente o aumento ou
somente o decréscimo na migracdo do DNA. E bilateral quando podem ocorrer ambas as

situagdes, tanto um aumento quanto um decréscimo na migragdo do DNA.

111.5.2. Resultados do Teste Cometa na Avaliacdo do Potencial Genotéxico

das Aguas da Bacia Hidrogréafica do Guaiba

A diferenca entre o indice de dano (ID) e o controle negativo (C-) testada através do
teste t foi significante para os dados obtidos no monitoramento do manancial (p=0,000). A
resposta positiva no teste Cometa em G. ftigrina indica que foi detectado potencial
genotodxico nas aguas coletadas nos Rios Gravatai, Jacui, Cai, Sinos, e na Ponta da Cadeia,
Arroio Dilavio, Guaiba préximo a Riocell e Gauiba proximo a Lagoa dos Patos nos anos de
2000 e 2001. A média de indice de dano menos controle negativo e de indice de dano mais
baixa foi a do Rio Jacui (X=19,32). No entanto, um teste t de amostras pareadas realizado
entre os controles negativos e os indices de dano deste ponto também mostraram-se
significantes (p=0,003). Portanto, até mesmo as aguas do Rio Jacui, 0 menos poluido dos
rios formadores do Lago Guaiba, tendo induzido os menores danos no DNA das planarias G.
tigrina, apresenta potencial genotoéxico significativo.

A diferenca entre os pontos de coleta foi inicialmente testada por ANOVA e néo
houve diferencas significativas entre o indice de dano menos controle negativo entre os

pontos de coleta amostrados entre o verdo de 1999/2000 e a primavera de 2001 (p=0,361)
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analisados pelo teste Cometa em G. tigrina. Consideramos que nesse caso ANOVA ndo é um
teste muito sensivel em funcéo das variancias elevadas, fez-se a comparacao entre amostras
pareadas. No artigo de revisdo de Tice et al. (2000) é descrito na avaliacdo e interpretacao
de resultados que as abordagens tipicas para identificacdo de respostas positivas incluem um
teste de correlacdo para avaliar a associacdo dose-resposta e uma comparacdo de amostras
pareadas de cada grupo dose em relacdo ao controle para identificar-se efeitos significantes
nas doses individuais. Portanto, para verificar se algum ponto apresentava maior
genotoxicidade que outro, foram comparadas as médias dos resultados (ID — C-) das oito
coletas de cada ponto e foi aplicado o teste estatistico t entre amostras pareadas,
comparando-se 0s pontos dois a dois. Tice et al (2000) dizem ainda que o método
estatistico pode ser unilateral quando é testada apenas uma possibilidade, ou seja, somente
0 aumento ou somente o decréscimo na migracdo do DNA. E bilateral guando podem ocorrer
ambas as situacdes, tanto um aumento quanto um decréscimo nha migracdo do DNA.

No caso da comparacdo entre pontos de coleta foi aplicado o teste bilateral, que
identificou diferencas significativas entre o Gravatai e o Jacui (p=0,007), entre o Cai e 0
Jacui (p=0,019) e entre o Cai e a Ponta da Cadeia (p=0,041). No entanto, segundo a nossa
interpretacdo, como as respostas foram consideradas positivas no teste t entre dano e
controle negativo, indicando que houve aumento na migracdo do DNA, poderia ter sido feito
um teste unilateral, que evidenciaria ainda mais as diferencas entre pontos de coleta,
tornando significantes tendéncias verificadas quanto a diferenca entre Guaiba R, que recebe
descarga de efluente da Riocell e o Rio Jacui (p=0,073), jA& que no teste unilateral a
significncia teria sido 0,037, ou seja p<0,05. Neste caso, o teste unilateral seria altamente
aceitavel, mostrando diferenca significativa no teste t entre dano e controle negativo, enre o
ponto onde o efluente da Riocell € liberado e o Rio Jacui.

A poluicdo generalizada detectada pelo teste Cometa em planarias em todos os
pontos de coleta localizados na regido metropolitana de Porto Alegre, esta relacionada as
atividades antrdpicas sobre as dguas da bacia do Guaiba. A descri¢cdo de tais atividades faz-
nos inferir sobre os motivos que conduzem a uma resposta genotoéxica positiva.

A diferenca entre as estacdes nas quais foram coletadas as amostras, entre 2000 e
2001, quanto a variavel ID — C- (p=0,066) segundo ANOVA, indica significAncia, tendo as
amostras de inverno apresentado maior dano. Quando foi aplicado o teste de correlacédo de
Pearson para estes mesmos dados (ver Tabelas 26 e 27 na Discusséo) a correlagéo foi
igual a 0,05015175044537, mostrando, portanto, um forte indicio de significancia. Diante
deste indicio, deve-se a aprofundar as investigacGes levando-se em conta a importancia
biologica de tal tipo de resultado. As médias dos indices de dano menos controle negativo

induzidas pelas &guas coletadas no verdo sdo bastante menores do que as médias de
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DELTANEG induzidas no inverno. Tal resultado nos conduz a constru¢do de argumentos que
indiguem os motivos de tal acontecimento.

O deflavio superficial urbano contém todos os poluentes que se depositam na
superficie do solo. Ja o defllvio superficial agricola depende dos tipos de praticas agricolas
caracteristicos de cada regido, sendo aumentado nas épocas em que se usam fertilizantes e
defensivos e quando ocorre erosao, em dependéncia do regime de chuvas (CETESB, 2001).
As chuvas, mais intensas no inverno, lavam as margens e arrastam materiais depositados
em valas e bueiros, juntamente com substancias genotdxicas para dentro do manancial. Essa
condicdo, aliada a baixa temperatura que mantém as substancias estaveis, ou seja, elas ndo
volatilizam, contribui para um maior potencial genotoxico no inverno do que no verao.
Vargas e colaboradores (1993) verificaram variacdes sazonais significativas no potencial
genotoxico das amostras de aguas do Rio Cai na bacia do Guaiba através do teste de Ames;
e da Silva et a/ (2001) verificaram que o dano genético induzido no inverno em roedores
fossoriais expostos ao carvdo € maior do que o dano induzido no verdo, em avaliacdo
realizada através do teste Cometa. Voltando aos nossos resultados, a variagdo no regime de
chuvas comparado entre os invernos de 2000 e 2001, também € um parametro importante a
ser considerado. O indice pluviométrico total do periodo de coleta considerado Inverno 2000
foi muito maior (93,9 mm), do que no Inverno 2001 (4,6 mm), indicando a possibilidade de
uso de outro parametro, como a vazdo do manancial, na tentativa de entender o motivo do
aumento do potencial genotoxico. Tais comparagfes incentivam-nos a realizar novos testes,
incluirmos o pardmetro vazdo do manancial, e ampliarmos a amostra para obtermos
resultados mais fidedignos e conclusivos quanto aos motivos de maior potencial genotéxico
no inverno em relacdo ao verdo, e variacdo intra-sazonal do potencial genotdxico de um ano
para o outro.

Como ja discutido anteriormente, o indice de dano também é uma variavel usada na
identificacdo de respostas no teste Cometa (Tice et al, 2000). Quando foi usada a variavel
indice de dano para avaliar a diferenca entre as esta¢cdes do ano, o resultado foi significante
(p=0,009) segundo ANOVA. Este dado relaciona-se a diferenca discutivel obtida entre o
verdo (X=48,96) e o inverno (X=58,21) nos dados referentes a todas a espécies, G. tigrina,
G. schubarti e G. schubarti mixopléide, tomadas em conjunto (Tabela 19). O resultado
significante para as diferencas entre verdo e inverno foi confirmado pela correlacdo
significante obtida entre G. tigrina e estagbes do ano na correlacdo de Pearson (r=0,672;

p=0,033; ver Tabela 26 na Discussdo).
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111.5.3. Correlacdo entre os Resultados do Teste Cometa e Parametros

Fisico-Quimicos Coletados pelo DMAE

As diferentes formas de aporte para 0os mananciais tornam, na pratica, inexequivel a
analise sistematica de todos os poluentes que possam estar presentes nas aguas superficiais.
Por isso o Departamento Municipal de Aguas e Esgotos de Porto Alegre faz uso de
indicadores de qualidade de agua que foram usados neste trabalho. O entendimento de
como os parametros fisico-quimicos interagem entre si, exercendo um efeito sinergistico
sobre a variavel biolégica de interesse, dano menos controle negativo, necessitaria de novos
desenhos experimentais de natureza interdisciplinar. No intuito de iniciar um trabalho
estatistico que contribua no entendimento das relagdes intrincadas entre a variavel bioldgica
e o0s parametros fisico-quimicos disponibilizados pelo DMAE, verificou-se correlagao
significante entre DELTANEG e residuo total 105°C (r=0,278), residuo total fixo a 550°C
(r=0,254), condutividade (r=0,267), cloreto (r=0,300), nitrogénio organico (r=0,340) e
flagelados pigmentados (r=0,293) (ver Tabela 15 nos Resultados).

Nos estudos de controle de poluicdo das éaguas naturais, principalmente na
caracterizacdo de esgotos sanitdrios e de efluentes industriais, as determinacbes dos niveis
de concentragdo das diversas fracdes de solidos resultam em um quadro geral da
distribuicdo das particulas com relacdo ao tamanho (sélidos em suspenséo e dissolvidos) e
com relacdo a natureza (fixos ou minerais e volateis ou organicos). Este quadro ndo é
definitivo para se entender o comportamento da agua em questdo, mas constitui-se em uma
informagéo preliminar importante (CETESB, 2001).

Os residuos representam soélidos orgéanicos e inorganicos presentes no manancial que
podem causar danos aos peixes e a vida aquatica. Eles podem se sedimentar no leito dos
rios prejudicando a biota que fornece alimentagdo, ou também danificar os leitos de desova
de peixes. Os sélidos podem reter bactérias e residuos organicos no fundo dos rios,
promovendo decomposi¢do anaerdbia. Altos teores de sais minerais, particularmente sulfato
e cloreto, estdo associados a tendéncia de corrosdo em sistemas de distribuicdo e conferem
sabor desagradavel a 4gua (CETESB, 2001).

A condutividade estd diretamente relacionada com a concentracdo de ions em
solugdo, resultantes da dissociacdo de sais minerais na coluna d’agua. A condutancia
especifica fornece uma boa indicacdo das modificacbes na composicdo da 4&gua,
especialmente na sua concentracdo mineral, mas ndo fornece nenhuma indicacdo das
quantidades relativas dos varios componentes. A medida que mais sélidos dissolvidos s&o

adicionados, a condutividade especifica da agua aumenta (CETESB, 2001).
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Juntos, os parametros de residuos, condutividade e cloretos, que apresentaram
correlacdo significante com DELTANEG, afetam a biodisponibilidade de mutagénicos aos
organismos aquaticos, e podem indicar caracteristicas corrosivas da agua, podendo
desempenhar papel importante para o potencial genotdxico detectado através do teste
Cometa em planarias expostas as aguas do Lago Guaiba.

O nitrogénio organico faz parte de uma série na qual se incluem ainda a aménia, o
nitrito e o nitrato. As duas primeiras formas sdo formas reduzidas e as duas Ultimas séo
oxidadas (CETESB, 2001).

O entendimento do metabolismo geral dos ecossistemas depende da producéo
biolégica e consumo de matéria organica, e da ciclagem de nutrientes, que informa como
ocorrem as trocas entre as porgdes bidtica e abibtica do sistema. O nitrogénio € um dos
macronutrientes mais importantes nos ecossistemas aquaticos, juntamente com o carbono e
o fésforo (Pinto-Coelho, 2000). Por tais motivos, a série de nitrogénio usualmente
monitorada nos mananciais de agua-doce, também apresentou correla¢éo significativa com
DELTANEG.

O nitrogénio é estocado nos ecossistemas na matéria organica, viva e morta,
formando a maior parte da biomassa dos animais, algas e plantas. E essencial para os
processos bioldgicos que formam aminoacidos que compdem as proteinas e para as bases
nitrogenadas que formam o DNA e o RNA. Nas bactérias fotossintetizantes, algas e plantas,
0 nitrogénio é usado nas moléculas de clorofila da qual depende a fotossintese. Fazendo
parte da matéria organica é re-convertido em suas formas inorganicas na atmosfera que é o
reservatdrio abiotico de nitrogénio (78%), quando reinicia o seu ciclo biogeoquimico (Smil,
2002). Em aguas interiores, o fésforo e o nitrogénio sdo normalmente os fatores limitantes
da producéo primaria (Pinto-Coelho, 2000). Quando o nitrogénio é descarregado nas aguas
naturais conjuntamente com o fésforo e outros nutrientes presentes nos despejos, provoca o
enriquecimento do meio tornando-o mais fértil e possibilitam o crescimento dos seres vivos
que os utilizam, o que é chamado de eutrofizacdo. Quando as descargas de nutrientes sédo
muito fortes, da-se o florescimento muito intenso de géneros que predominam em cada
situacdo em particular. Estas grandes concentracBes de algas podem trazer prejuizos aos
usos que se possam fazer dessas aguas, prejudicando seriamente o abastecimento publico
ou causando poluicdo por morte e decomposicdo (CETESB, 2001). Portanto, os flagelados
pigmentados se correlacionam com o indice de dano menos controle negativo por serem
organismos adaptaveis a condi¢des varidveis no ambiente, podendo realizar fotossintese ou
ndo, em dependéncia de fatores como diéxido de carbono, nitrogénio organico, e fésforo, os

principais macronutrientes nos ecossistemas aquaticos (Pinto-Coelho, 2000).
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As acdes humanas tém contribuido significativamente para a transferéncia de gases
de nitrogénio da Terra para a atmosfera, e dos ecossistemas terrestres para 0s aquaticos,
efetivamente duplicando tais transferéncias nos ultimos cem anos devido a producédo
industrial de fertilizantes, queima de combustiveis fésseis, cultivo de grdos que favorecem
relacBes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio e acelerando a liberacdo do
nitrogénio estocado nos solos e na matéria organica (Vitousek et a/, 1997; Smil, 2002). O
Nitrogénio reativo inclui todos os compostos do nitrogénio presentes na atmosfera e na
biosfera que sdo radiativos, biologicamente ativos e reativos fotoquimicamente. Assim, o N
reativo inclui formas inorgénicas reduzidas como NH; e NH, +, inorganicas oxidadas NO,
HNOs, N,O, NO3- , e compostos organicos como uréia, aminas e proteinas, em contraste com
0 gas Ny, ndo-reativo (Vitousek et al., 1997).

A alteracdo do ciclo do nitrogénio e suas expressdes como radicais livres sao
guimicamente instaveis e extraordinariamente reativos em combinacdes inespecificas com as
diversas moléculas integrantes da estrutura celular dos organismos e derivados de cada uma
delas. Os radicais livres sdo formados por absorcdo de radiacdo, por reacdes redox ou por
processos de catalise enzimatica. Os radicais livres do nitrogénio sdo grandemente
responsaveis por danos oxidativos. As espécies reativas do nitrogénio podem modificar
muitas macromoléculas, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucléicos, sendo apenas
sobrepujadas em producéo e efeitos pelos radicais livres do oxigénio (Moncada et a/., 1991).

O metabolismo dos compostos nitrogenados nos ecossistemas tem implicacbes
ecoldgicas e bioenergéticas fundamentais nas cadeias troéficas, afetando, portanto, também a
producdo secundaria. O controle e 0 monitoramento de poluicdo ou o estabelecimento de
técnicas de manejo sustentado de ecossistemas sdo exemplos praticos do uso aplicado do
estudo quantitativo dos ciclos biogeoquimcos (Pinto-Coelho, 2000). Ha relacdo entre as
formas de nitrogénio presentes em amostra de aguas e o foco da poluicdo. Se prevalecerem
as formas reduzidas (nitrogénio organico e amoniacal), o foco de poluicdo se encontra
préximo; se predominarem as formas oxidadas (nitrito e nitrato) as descargas de esgotos se
encontram distantes.

A acdo antrépica interfere na quantidade de nitrogénio dos mananciais de agua doce.
A atmosfera constitui fonte importante de nitrogénio nas aguas devido a diversos
mecanismos: a fixacdo bioldgica é realizada por bactérias e algas, que incorporam o
nitrogénio atmosférico em seus tecidos, contribuindo para a presenca de nitrogénio orgéanico
nas aguas; a fixacdo quimica, reacdo que depende da presenca de luz, concorre para as
presencas de amonia e nitratos nas aguas; as lavagens da atmosfera poluida pelas aguas
pluviais concorrem para as presencas de particulas contendo nitrogénio organico bem como

para a dissolu¢do de amonia e nitratos (CETESB, 2001).
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Os esgotos sanitarios constituem em geral a principal fonte de nitrogénio organico
lancado nas aguas devido a presenca de proteinas e nitrogénio amoniacal, através da
hidrolise sofrida pela uréia na agua. Industrias quimicas, petroquimicas, siderdrgicas,
farmacéuticas, de conservas alimenticias, matadouros, frigorificos e curtumes lancam
efluentes que também concorrem para as descargas de nitrogénio organico e amoniacal nas
aguas. Nas areas agricolas, o escoamento das aguas pluviais pelos solos fertilizados também
contribui para a presenca de diversas formas de nitrogénio. Nas &reas urbanas, as
drenagens de aguas pluviais associadas as deficiéncias do sistema de limpeza publica,
constituem fonte difusa de dificil caracterizacdo. A resolu¢do do CONAMA 20/86 utiliza o
nitrogénio amoniacal como padrdo de classificacdo para controle da qualidade das aguas
naturais e padrdo de emissdo de esgotos. A aménia € tdxica para os peixes e quando
oxidada aumenta o consumo de oxigénio dissolvido nas 4guas. Os nitratos sdo toéxicos,
causando uma doenga chamada metahemoglobinemia infantil, que é letal para criangas. O
nitrato se reduz a nitrito na corrente sangiinea, competindo com o oxigénio livre, tornando o
sangue azul (CETESB, 2001).

A intrincada e complicada inter-relacdo entre os indicadores da qualidade das aguas
pode ser analisada de uma maneira simplificada, usando-se a ferramenta estatistica de
andlise de componentes principais (Teixeira et al, 2000). Este instrumento agrupa oS
diferentes parametros coletados em novas varidveis ou fatores, que sdo combinacbes
lineares das originais, com preservacdo de 83,3% dos dados originais. Estes fatores
reduzidos podem entdo ser usados para plotar graficos, onde pode-se ter uma estimativa
visual de como eles determinam e evidenciam a distribuicdo dos resultados dos parametros
ja testados: diferenca entre pontos de coleta e estacdes do ano (ver Graficos 6, 7 e 8 nos
Resultados). Os seguintes componentes apresentaram correlacdo significante com
DELTANEG: componente Fisico e Quimico (composto pelas variaveis iniciais cloreto, residuo
fixo, condutividade e residuo total); Temperatura (do ar e da agua); e Biomassa (nitrato e
numero total de plancton).

A correlagdo dos resultados do teste Cometa em planarias com o fator denominado
Fisico e Quimico pode ser explicada pela associagao dos residuos, que disponibilizam as mais
variadas substancias para o ambiente aquatico, ao aumento da condutividade, que
representa o teor de sais e esta, consequentemente, ligada aos cloretos. Os esgotos
sanitarios séo fontes importantes de descargas de cloretos nas aguas superficiais, sendo que
cada pessoa expele através da urina cerca 6 g de cloreto por dia, o que faz com que 0s
esgotos apresentem altas concentragdes de cloreto. O cloreto apresenta também influéncia
nas caracteristicas dos ecossistemas aquaticos naturais, por provocarem alteragdes na

pressdo osmotica em células de microrganismos. Diversos sdo os efluentes industriais que
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apresentam concentracdes de cloreto elevadas como algumas industrias farmacéuticas,
curtumes, etc. As substancias relacionadas ao cloro incluem compostos sabidamente
mutagénicos e carcinogénicos.

O fator Temperatura correlaciona-se aos dados biolégicos positivos obtidos, pois as
variacbes de temperatura sdo parte do regime climatico normal e corpos de Agua naturais
apresentam variacdes sazonais e diurnas, bem como estratificacdo vertical. A temperatura
desempenha um papel principal de controle no meio aquatico, condicionando as influéncias
de uma série de variaveis fisico-quimicas. Em geral, a medida que a temperatura aumenta, a
viscosidade, tensdo superficial, compressibilidade, calor especifico, constante de ionizacédo e
calor latente de vaporizacdo diminuem, enquanto a condutividade térmica e a pressao de
vapor aumentam (CETESB, 2001), afetando a biodisponibilidade de agentes genotdxicos
e/ou mutagénicos. Portanto tém-se mais um indicio de que varia¢cdes sazonais influenciam
no potencial genotoxico das amostras de aguas da bacia do Guaiba.

Por fim, o fator Biomassa correlaciona-se com DELTANEG porque a alta taxa de
nitrogénio aumenta a quantidade de plancton presente no ambiente. O nitrato € usado como
padrdo de potabilidade, sendo 10 mg/L o valor maximo permitido pela Portaria 1469,
enquanto o esgoto sanitdrio de uma residéncia tipica libera de 20 a 85 mg/L/dia. Os
processos de tratamento de efluentes utilizados atualmente no Brasil ndo sédo otimizados
para remocdo de nutrientes e por isso também contribuem para a eutrofizacdo dos
mananciais (CETESB, 2001).

111.6. Comparagdo da Sensibilidade entre G. tigrina, G. schubarti e G.

schubarti Mixopldoide

Tendo acumulado vérios resultados positivos em testes de genotoxicidade, o nosso
grupo de pesquisa esta iniciando uma investigagdo acerca da comparacdo entre as
sensibilidades das planéarias usadas em tais testes. Para verificar se as diferentes espécies de
planarias nativas do Rio Grande do Sul apresentam sensibilidades similares ou diferentes
entre elas, foram testadas em trés grupos: G. tigrina, G. schubarti (2n) e G. schubarti
mixopléide (2n/3n) (Lau, 1998; Guecheva, 2001; Jaeger, 2001, dados ndo publicados). Estas
comparagdes foram feitas em duas coletas, verdo 2000/2001 e inverno 2001.

N&do hé& diferengas significativas entre as planarias G. tigrina, G. schubarti e G.
schubarti mixoploide segundo ANOVA (p=0.757). A diferenca foi também testada por
amostras pareadas (ver Tabela 18 nos Resultados) ndo revelando diferencas entre as

sensibilidades das espécies no teste Cometa.
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NoOs concluimos que o teste Cometa é uma técnica sensivel e econbmica para
deteccdo de quebras no DNA, adaptada como um biomarcador ndo especifico de
genotoxicidade em planarias de agua doce G. tigrina, G. schubarti e G. schubarti mixopléide.
E interessante notar que o grupo mixopléide, que se reproduz apenas assexuadamente,
apresentou resposta similar as espécies sexuadas.

E interessante notar que, apesar do teste Cometa estar sendo aplicado em Vvérios
organismos e tecidos (Belpaeme et a/., 1998; Cotelle & Ferard, 1999), ha referéncia onde a
resposta do teste Cometa foi negativa no peixe Pholis gunnellus, em contrapartida a
resposta positiva obtida na freqtiéncia de micronlcleos e anormalidades nucleares neste
mesmo organismo (Bombail et a/., 2001). A conclusdo do autor foi de que o teste Cometa
ndo é adequado para biomonitoramento em peixes. Além da generalizacdo que os dados
obtidos pelo autor ndo podem embasar, esta comparacéo entre o teste Cometa e testes de
mutacdes cromossdmicas ndo é conclusiva. A natureza dos testes é diversa: sdo testes
adequados a abordagens diferentes e cujos resultados devem ser interpretados com
cuidado. A frequéncia de micronlcleos se refere a mutacdes cromossdmicas, que sao
classificadas como mutacdes persistentes e danos cromossdmicos que tendem a ser
eliminados a longo prazo (Ramalho et a/., 1995). E como comparar-se o teste Cometa com o
teste de Ames (ver Discussdo). O teste Cometa ainda ndo foi validado para
biomonitoramento. A maioria dos autores recomenda o0 uso de outros testes
concomitantemente com o Cometa. Conforme Mitchelmore e Chipman (1998) o teste
Cometa é uma técnica sensivel, rapida e econdmica para deteccdo de quebras no DNA,
adaptada como um biomarcador ndo especifico de genotoxicidade em peixes e outras
espécies aquaticas. Tem sido usada com sucesso para refletir uma gama ampla de
exposi¢cbes /n vivo em uma grande variedade de espécies. Existe potencial para explorar o
teste para obter-se informacdes mais detalhadas sobre efeitos em células especificas,
variabilidade interindividual, e sobre a persisténcia de lesbes que possam ser expressadas
como SBs sob condicBes alcalinas. No entanto, enfatiza-se a necessidade de combinar essa
maneira de abordagem com o uso de outros biomarcadores de exposicdo e de efeito e a
necessidade de investigar a natureza dos danos especificos mostrados por exposi¢cBes a
campo que revelaram respostas positivas (Mitchelmore & Chipman, 1998).

A partir dos nossos resultados podemos afirmar que as planarias G. tigrina, G.
schubarti e G. schubarti mixopldide revelaram-se organismos adequados e sensiveis para
deteccdo da genotoxicidade das &aguas da bacia hidrografica do Guaiba na regido
metropolitana de Porto Alegre — RS e podem ser usadas para avaliar o potencial genotéxico
de ecossistemas aquaticos. Esse resultado concorda com o obtido por Guecheva et al.

(2001), unica publicacdo referente a teste Cometa em planéarias disponivel na bibliografia,
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que descreve os experimentos desenvolvidos pelo nosso grupo de trabalho no Laboratério de

Citogenética do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

111.7. Comparacao entre os Resultados do Teste Cometa e de Ames

Os resultados do teste de Ames foram obtidos pela Msc. lzabel Vianna Villela do
laboratério de prestacdo de servico GENOTOX da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Tais dados foram gentilmente cedidos pela autora e orientador para compara¢do com 0S
resultados no presente trabalho. A partir de tais comparacdes, estd sendo preparado um
artigo em revista internacional a ser submetido em marco de 2003. Como os dados néo
foram obtidos em nosso laboratério, limitamos a apresentac@o dos resultados a discusséo.

Um dos objetivos deste trabalho foi a comparacdo dos dados obtidos no teste
Cometa em planarias com o0s obtidos no teste de reversdo génica em S. typhimurium
linhagens TA100 e TA98 para cinco pontos e duas estacdes do ano na bacia do Guaiba.
Foram comparados os dados obtidos no verdo 1999/2000 e inverno 2000 para 0s pontos de
coleta em comum que sdo os rios Gravatai, Cai e Sinos, a Ponta da Cadeia e a saida do
Arroio Diluvio no Guaiba.

As coletas de amostras ndo foram realizadas nas mesmas datas, pois trataram-se de
experimentos independentes apesar do artigo em colaboracdo. As datas de coleta das
amostras /n /oco para o teste Cometa em planaria foram de 26/01 a 17/02 (verdo
1999/2000) e 10/08 a 30/08 (inverno 2000). As datas de coleta das amostras para o teste
de Ames foram 28/3 a 29/3 e 26/09 a 27/09. Essas datas ultrapassam em alguns dias o
término do verdo e o final do inverno. No entanto, a autora sugeriu que as coletas fossem
consideradas como de verdo e inverno porque as condi¢Ges climaticas continuavam tipicas
dessas estacoes.

Para andlise estatistica de significancia de resposta de uma amostra testada por
Ames é usado o programa estatistico Salmonel, desenvolvido especificamente para andlise
estatistica do teste Sal/monella/Microssoma, o qual inclui andlise de variancia (ANOVA) e
regressédo linear. O programa foi elaborado pelo Dr. Myers (Vargas et al., 2001).

Os resultados foram expressos através do indice de mutagenicidade (IM), que é a
razdo entre a média de revertentes na placa-teste (revertentes induzidos + revertentes
espontaneos) e a média de revertentes na placa-controle negativo (revertentes
espontaneos). Sao utilizadas as médias porque sempre sao realizados trés testes por dose.

Utilizando estes parametros considera-se:
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Resultado negativo: ocorre quando o numero revertentes/placa do ensaio é similar ao
namero de revertentes/flaca espontaneos.

Resultado positivo: deve cumprir trés requisitos basicos: indice Mutagénico > 2, curva dose-
resposta significativa (valor de p > 0,05) e diferenca entre as médias dos revertentes/placa
nas diferentes doses é significativa segundo ANOVA.

Indicio de mutagenicidade: no caso de um dos requisitos exigidos pelo programa para uma
resposta positiva ndo ser significativo.

Resultado toxico: quando indice mutagénico é inferior a 0,6, ou seja, quando 0 numero de
revertentes por placa do teste € menor do que o niumero de revertentes espontaneos do
controle negativo (Vargas et al., 1992 e 1995; Vilella, 2001), devido a morte ou deficiéncia
no crescimento das colbnias por citotoxicidade.

Para a comparacgao foi usada a média do indice mutagénico (IM) das trés repeticdes
do teste de Ames com as linhagens TA100 e TA98, com e sem metabolizacdo (ver Material e
Métodos). Foram usadas para a média os resultados das trés réplicas da maior concentracao
de bactérias por placa, ou seja, 2000 uL/p. Tais dados foram comparados ao indice de dano
(DANO) e indice de dano menos controle negativo (DELTANEG) obtidos nos testes com a
espécie G. tigrina no verdo 1999/2000 e inverno 2000.

Nao foi possivel comparar os resultados de G. schubarti e G. schubarti mixoploide
com os resultados do teste de Ames porque as coletas de amostras no teste com planarias
foram realizadas no ano 2001, enquanto as amostras para o teste de Ames foram coletadas
em 2000.

Para as comparacOes foi usado o teste de correlacdo de Pearson que se destina
especificamente a medir o grau de relacdo entre duas variaveis (revisdo em Silva, 1999).
Como foram muitas varidveis a serem comparadas, os resultados estdo apresentados em
matrizes de correlacdo geradas pelo programa estatistico SPSS for Windows versédo 9.0.0 de
dezembro de 1998.

Antes de comparar os resultados obtidos no teste de Ames com os obtidos no teste
Cometa é necessario esclarecer que eles tém naturezas distintas. O Cometa é um teste de
genotoxicidade ou indicativo de mutagenicidade, enquanto Ames é um teste de avaliacdo de
mutacdo génica.

Os danos avaliados em testes de genotoxicidade como o teste Cometa séo lesdes
primérias no DNA, passiveis de reparacdo. Ja a linhagem TA100 usada no teste de Ames
detecta mutagénicos que causam substituicdo de pares de base do DNA, através de uma
mutacdo no gene hiss4s que codifica a primeira enzima da biossintese de histidina. Tem
como ponto preferencial para a reversdo o par GC, sendo substituida uma prolina por uma

leucina. Ja a linhagem TA98 detecta mutagénicos que causam defasagem no quadro de
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leitura do DNA (frameshift mutation), apresentando como ponto preferencial de lesdo oito
residuos repetitivos GC no gperon do gene his,ss2, que codifica para a enzima histidinol
desidrogenase (Barnes et al., 1982; Levin et al., 1982; Maron & Ames, 1983; Mortelmans &
Zeiger, 2000).

As guebras de DNA (Strand Breaks ou SBs) detectadas no teste Cometa sdo devidas
tanto a efeitos diretos de substancias xenobioticas, quanto refletem o dano que pode ocorrer
no estado redox normal da célula, como demonstrado por Hartmann & Speit (1997). O teste
Cometa, portanto, é sensivel na deteccdo de lesbes inespecificas, diferente das lesbes
especificas detectadas pelo teste de Ames.

As lesBes genotoxicas inespecificas detectadas pelo teste Cometa podem sofrer
reparacdo e nao serdo necessariamente herdaveis ou evoluirdo em muta¢des, enquanto as
mutacdes génicas detectadas pelo teste de Ames podem ser transmitidas as geracoes
bacterianas subsequentes.

Os primeiros resultados da comparacdo foram gerados a partir da correlagdo dos
dados obtidos no teste de Ames com a linhagem TA100 com os resultados obtidos no teste
Cometa nas planarias G. tigrina. Foram correlacionados o indice mutagénico (IM) de TA100
com (TAL100 S9) e sem fracdo S9 (TA100), o indice de dano (DANO) e dano menos controle
negativo (DELTANEG), as estacdes do ano e os pontos de coleta. A matriz de correlagdes é

apresentada abaixo.
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Tabela 26. Estatistica descritiva e matriz de correlacdo entre os resultados
obtidos no teste de Ames com a linhagem TA100 e os obtidos em G. tigrina nas

estacfes verdo e inverno de 2000.

Estatistica Descritiva

Desvio
Média Padréo N
DELTANEG 31,20 22,34 10
DANO 51,70 23,37 10
TA100 SEM S9 97 18 10
TA100 COM S9 1,04 38 10
ESTACAO DO ANO 2,00 1,05 10
Correlagbes
TA100 TA100 ESTACAO
DELTANEG DANO SEMS9 COMS9 DO ANC
DELTANEG gg;r;'ggéo de 1,000 999 043 463 632*
Sig. (bilateral) , ,000 ,907 ,178 ,050
N 10 10 10 10 10
DANO gg;ﬁ':ﬁéo de 999% 1,000 037 480 672%
Sig. (bilateral) ,000 , ,919 ,160 ,033
N 10 10 10 10 10
TAL00 SEM 59 gg;ﬁ':ﬁéo de 043 037 1000  -184 -,053
Sig. (bilateral) ,907 ,919 , ,611 ,885
N 10 10 10 10 10
TAL00 COM S9 gg;ﬁ':ﬁéo de 463 480 184 1,000 555
Sig. (bilateral) ,178 ,160 ,611 , ,095
N 10 10 10 10 10
ESTACAO DO ANO gz;r;lsgéo de 632 672 053 555 1,000
Sig. (bilateral) ,050 ,033 ,885 ,096 ,
N 10 10 10 10 10

**. Correlagéo é significante para 0,01 (bilateral).
*. Correlagéo é significante para 0,05 (bilateral).

As correlacBes obtidas foram apenas entre os resultados de dano genético no teste
Cometa e as varidveis sazonais, jA descritas. Ndo ha correlacBes entre os resultados dos
testes de Ames na linhagem TA100 e os dados obtidos através do teste Cometa em G.
tigrina empregados para avaliacdo do risco genotoxico oferecido pelas dguas do Guaiba.

A préxima comparacdo é entre os dados obtidos no monitoramento com G. tigrina e

os resultados do monitoramento das aguas através do teste de Ames com a linhagem TA98.
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Tabela 27. Estatistica descritiva e matriz de correlacdo entre os resultados

obtidos no teste de Ames com a linhagem TA98 e os obtidos em G. tigrina nas

estacfes verdo e inverno de 2000.

Estatistica Descritiva

Desvio
Média Padréo N
DELTANEG 31,20 22,34 10
DANO 51,70 23,37 10
TA98 SEM S9 87 32 10
TA98 COM S9 1,08 27 10
ESTACAO DO ANO 2,00 1,05 10

Correlaces

TA98 TA98 ESTACAOQ
DELTANEG DANO SEMS9 COMS9 DO ANO
DELTANEG Correlacéo de 1,000 099%*  -072 _283 632*
Pearson
Sig. (2-tailed) , ,000 ,843 ,428 ,050
N 10 10 10 10 10
DANO Correlacdo de ,999% 1,000  -,002 277 672
Pearson
Sig. (2-tailed) ,000 , ,801 ,438 ,033
N 10 10 10 10 10
TA98 SEM S9 Correlacdo de 072 -092 1,000 260 -336
Pearson
Sig. (2-tailed) ,843 ,801 , ,468 343
N 10 10 10 10 10
TA98 COM S9 Correlacao de - 283 277 260 1,000 -092
Pearson
Sig. (2-tailed) ,428 ,438 ,468 , ,800
N 10 10 10 10 10
ESTACAO DO ANO Correlacao de 632 672 _336 092 1,000
Pearson
Sig. (2-tailed) ,050 ,033 ,343 ,800 ,
N 10 10 10 10 10

**. Correlacéo é significante para 0,01 (bilateral).
*. Correlacéo é significante para 0,05 (bilateral).

Novamente ndo houve correlac@o entre as respostas do teste de Ames com TA98 e

os resultados do teste Cometa G. tigrina na avaliacdo da qualidade das amostras de aguas

da bacia hidrogréafica do Guaiba no verao e inverno de 2000.

Como ha a defasagem de um més entre as amostragens de aguas do Guaiba para o

teste de Ames e para o teste Cometa, é possivel que a variagdo das condi¢Bes das amostras
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colabore para as correlagbes nao-significantes resultantes das comparacfes estatisticas.
Como viu-se que as condi¢cBes climaticas estdo associadas ao dano e indice de dano menos
controle negativo induzidos, é possivel que esta defasagem possa ter colaborado na nao-
correlacdo. O ideal teria sido a comparacdo das mesmas amostras nos testes diferentes
(Ames e Cometa).

Um resultado interessante encontrado na literatura relacionado a comparacdo entre o
teste Cometa e um teste de inducdo de mutacbes génicas foi a exposicdo de fémeas de
camundongos ao o0zdénio durante 90 min. Dentro dos primeiros 200 min apds a exposicao, as
células alveolares dos camundongos expostos a 1 ou 2 ppm de Oz mostraram um aumento
de 1,6 e 2,6 vezes no comprimento da cauda avaliadas pelo teste Cometa, em relacdo as
fémeas ndo tratadas. Foi sugerida a explicacdo de que esse efeito durante os primeiros 200
min fosse devido a uma maior infiltracdo de linfécitos ou neutrofilos, ja que ndo houve efeito
apés 200 min. Houve também uma grande inducéo de interleucina-6 no pulméo depois que
SBs foram induzidas nas células bronquioalveolares. Para determinar quais destas exposicoes
foram mutagénicas, os animais foram expostas a 2ppm Oz, 90 min por dia durante 5 dias e
ndo foram detectadas mutacbes no transgene c/. Esse resultado indicou que um curto
episodio de exposicdo ao Oz numa concentracdo 5x além do limite estabelecido induz
mediadores inflamatorios e dano no DNA nas células do limen do pulméo. Esse efeito
positivo, no entanto, ndo foi acompanhado por uma inducdo de mutagbes no pulmao dos
camundongos testados (Bornholdt et a/. 2002).

A andlise do potencial genotoxico das aguas é influenciada e complicada por tantas
varidveis e sinergismos que a avaliacdo do risco deve ser mdltipla. Testes devem ser
selecionados pela sua sensibilidade na deteccdo da mutagenicidade e/ou carcinogenicidade
potenciais e pela sua adequacao aos tipos de amostras a serem testadas, de modo a prever
e medir um possivel impacto ambiental. Uma bateria de testes deve incluir tanta
diversificagdo quanto possivel: organismos-teste variando de fagos, bactérias, fungos,
Drosophila, planarias, plantas a mamiferos integros ou apenas células destes (Health
Protection Branch Mutagenicity Guidelines, 1993; Auletta et a/, 1993). O diagnostico deve
ser multiplo para que as ac¢des de reversdo dos quadros criticos de ambientes impactados
também sejam multiplicadas.

Como conclusédo, pode-se dizer que o Cometa € um teste muito sensivel, indicativo de

risco potencial de genotoxicidade, ndo é um teste de mutagenicidade.
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111.8. Testes-piloto para a Padronizacdo do Monitoramento do Ar /nn Loco Através
do Teste 7ra-SHM

A poluicdo do ar afeta as plantas de varios modos. Um dano agudo ocorre apés
absorcdo de quantidade suficientes de gas ou outras formas de toxicos que destroem o0s
tecidos e conferem as folhas uma aparéncia Umida. Subseqiientemente elas secam e
desbotam, ou entdo se tornam marrons ou marrom avermelhadas. O dano crénico, por outro
lado, resulta da absorcdo de poluentes gasosos ou sob outras formas, que sdo insuficientes
para causar danos agudos, ou isso pode ser causado por exposi¢cdo a doses subletais de
toxicos durante um longo periodo de tempo. A injdria crénica é manifestada por folhas
amareladas que vao desbotando progressivamente até que toda a clorofila e carotenodides
sejam destruidos. A epiderme é o primeiro alvo do poluente aéreo que passa através dos
estbmatos e se dissolve na superficie das células das folhas afetando o pH celular. O
poluente é convertido em uma forma que é mais toxica e mais reativa do que a substancia
toxica original, formando radicais livres que iniciam reacdes nas células. O poluente afeta o
metabolismo celular levando a injuria da planta. Contaminantes comumente presentes no ar,
como o dioxido de enxofre, causam mudanc¢as na ultraestrutura de varias organelas, como
os cloroplastos ou mitocondrias, podendo perturbar a fotossintese ou metabolismo
energético das células da planta (Yu, 2001). O teste de mutacdo génica em pélos estaminais
de Tradescantia 4430 serve para avaliar danos resultantes de exposi¢ces agudas ou
cronicas. T7radescantia ¢ um sistema validado para biomonitoramento desde 1991 (Ma,
2001).

Foram realizados testes piloto para a padronizacdo do monitoramento do ar /n /oco
através do teste de mutagdo génica em pélos estaminais de Tradescantia (TRA-SHM). Como

resultados nos testes preliminares obtivemos:

1. Controle negativo histérico do estoque de T7radescantia clone 4430 é de 0,58/1000 =
6 x 10™. Este valor reflete o nivel basal de mutacdes da espécie. E usado como

referéncia negativa para o resultado dos testes em amostras ambientais;

2. Determinacdo do numero médio de pélos estaminais da populacdo estoque = 247. A
contagem de eventos mutacionais em testes poderia ser baseada nesse numero
médio total de pélos estaminais (247), no entanto, ha recomendacdo de contagem de
eventos e pélos estaminais em apenas 3 flores por teste, extrapolando-se este
resultado para 7 flores, ao invés de usar-se este nimero médio de pélos. Esta

recomendacdo devera ser seguida, pois 0 nimero médio de pélos estaminais altera-
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se com a exposicdo e, portanto, deve ser aferido em cada teste (Ma, Saldiva e
Rodrigues, 1998).

3. Teste para avaliacdo do pico de mutacdes em pélo estaminal apos 7°, 8°, 9° e 10°
dias de recuperacdo apds exposicdo das inflorescéncias no ponto localizado na
confluéncia da Av. Ipiranga com Silva Sé. Este ponto foi considerado importante para
0 monitoramento porque ha um grande transito de veiculos por minuto neste local na
cidade de Porto Alegre, principalmente no inicio da manha e a tardinha. A exposicao
iniciou as 18 horas e terminou as 8:00 h da manha do dia seguinte, totalizando 14
horas (ver Material e Métodos). Os resultados mostraram que ndo ha diferencas
significativas entre o sétimo e o décimo dia de recuperacdo, por terem sido
detectados indices similares de mutacdes por mil pélos. Portanto o pico maximo nao
foi fixado, pois sdo necessarios mais testes piloto para obter o dia de recuperagao
onde temos o maior nimero de mutaces, e pode ser que ndo haja diferencas
significativas no numero de eventos contados nos dias de recuperagdo. Mais

experimentos serdo realizados quando a producao de inflorescéncias for suficiente.

As condic¢Bes de cultivo ainda precisam ser otimizadas para aumentar-se 0 niumero de
plantas e, portanto, de inflorescéncias, para realizacdo de testes. Para cada ponto de
monitoramento do ar sdo necessarias cerca de 25 inflorescéncias, para garantir-se 0 nimero
de 7 flores abertas no tempo de recuperacdo. O tempo de recuperacdo ainda deverd ser
avaliado como o mais adequado para a contagem dos eventos mutacionais. Este parametro
deve ser fixado ao longo de varios experimentos, o que exige uma producdo elevada de
inflorescéncias, ou seja, um aumento na amostragem.

Ha dados na literatura que dizem que Tradescantia 4430 cresce profusamente, e que
assim, uma grande populacédo de plantas maduras pode ser propagada em 40 a 60 dias (Ma,
1982). E necessaria uma populacdo de cerca de 500 vasos para obter-se no minimo 200
cortes de plantas em excelentes condi¢bes para teste, a cada duas semanas. O Dr. Ma, que
acumula o maior numero de publicagbes com T7radescantia, em comunicacdo recente
conosco, disse que ha problemas na adaptacdo de T7radescantia clone 4430 a certas
condi¢cdes climaticas. Até o presente momento 20 paises cultivam 7radescantia para
biomonitoramento, com testes de aberraces cromossdmicas, micronucleos e pélos
estaminais, mas alguns tém tido problemas no cultivo. Apesar dos testes terem sido
estandartizados com o T7radescantia 4430 este clone ndo é bem adaptado ao clima tropical,
mostrando problemas no crescimento e producéo de flores. Também é atacado por parasitas

e insetos, fato que limita seu uso no biomonitoramento da poluicdo do ar (Suyama et al.,
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2002). No México o Dr. Cabrera levou cerca de quatro anos para ter um nimero de vasos
suficientes para testes devido ao clima (Ma, 2001; Com. pessoal).

Como resultado de uma exposicdo Unica de 7radescantia 4430 no ponto localizado na
Av. Silva S6 com a Av. Ipiranga em Porto Alegre, verificou-se a média de inducdo de 4,5
mutacdes por mil pélos estaminais (4,5 x 10 = 10:2.233) em relacdo ao controle histérico
negativo (0,58 x 10 ~* = 6:10.000), indicando o potencial genotéxico do ar neste local (x°=
4,09; p<0,05).

N6s pretendemos implantar o teste de mutacBes génicas em pélos estaminais de
Tradescantia como rotina no monitoramento da qualidade do ar em Porto Alegre, mas
dependemos de um Fitotron, ou de uma casa de vegetacdo em condi¢cdes para evitar as
grandes variacdes de temperatura caracteristicas do clima sub-tropical Umido de Porto
Alegre. Outra alternativa seria utilizar 7. pallida em testes de microndcleos, no entanto, esta
ndo possui marcadores especificos para mutacdo génica. Em Sao Paulo Tradescantia pallida
(Rose) var. purpurea foi testada quanto a sensibilidade a radiacdo X. Esta espécie é
amplamente distribuida como planta ornamental em jardins e ao longo de ruas e estradas,
devido a sua grande resisténcia e facil propagacdo. As curvas dose-resposta obtidas na
frequéncia de micronucleos obtidos induzidos por radiacdo X foram semelhantes para 7.
pallida e clone 4430. Estes resultados confirmam a sugestdo de que 7. pallida representa
uma boa alternativa para testes de mutagenicidade /n s/itu, especialmente estudos de
biomonitoramento onde as condicbes de exposicdo ndo possam ser completamente
controladas (Suyama et a/., 2002).

Um trabalho de monitoramento /n /oco semelhante ao pretendido pelo nosso grupo
de pesquisa estd sendo realizado em Sado Paulo, capital, o que permitira comparacées
importantes entre os resultados obtidos naquela cidade em relacdo ao que obtivermos em
Porto Alegre (Ma, Saldiva e Rodrigues, Com. Pessoal 1998).

A poluicdo ambiental é ruim, tanto porque a poluicdo pode prejudicar a saude
publica, quanto porque ela nos perturba, nos custa dinheiro, ou nos impede de apreciar a
natureza. No primeiro caso nds procuramos que a nhossa agua, ar, comida e lugar de
moradia ndo sejam poluidos, porque nds ndo queremos ficar doentes. No segundo caso nés
ndo queremos que haja poluicdo porque isso diminui a qualidade das nossas vidas. Essas
duas visbes representam o que é conhecido como ética ambiental antropocéntrica, ou seja,
centrada no homem, que concede valor a natureza porque nd@s, animais autoconscientes,
procuramos conserva-la (assim ela pode continuar provendo recursos) e preserva-la (assim

ela pode continuar sendo apreciada por nos).
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E importante desistirmos destes motivos egoistas de ndo queremos causar poluicdo
ou destruir as coisas porque essas coisas tém valor para a sociedade em termos de saude
publica e qualidade de vida.

Por isso existe um segundo tipo de ética ambiental, uma que reconhece todos 0s
motivos mencionados, mas também da valor ao ambiente, incluindo animais, plantas e
habitats. Esse € um valor intrinseco, do ambiente pelo ambiente, independentemente de

qual valor nés, seres humanos, concedemos a ele (Peirce et al.,1998).
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V. RESUMO E CONCLUSOES

Durante dois anos, foram monitoradas as aguas da bacia hidrografica do
Guaiba, em diferentes pontos, desde o verdo de 1999/2000 até a primavera de 2001,
na area da Grande Porto Alegre, no Sul do Brasil. Foram utilizadas planarias como
organismo-teste e o ensaio Cometa para se avaliar a genotoxicidade de amostras de
aguas. Foram realizadas oito amostragens, uma em cada estacdo dos dois anos em
que durou o monitoramento. As amostras de agua foram coletadas em oito pontos,
selecionados pelos seguintes critérios: quatro pontos na foz dos quatro principais rios
formadores da bacia do Guaiba — Gravatai, Jacui, Cai, e Sinos; dois pontos com
lancamento de esgoto urbano — Ponta da Cadeia e arroio DilGvio; um ponto com
langamento de esgoto industrial — Guaiba R; e o Ultimo ponto proximo a saida do
Guaiba na Lagoa dos Patos (Guaiba LP).

Todas as amostras foram testadas usando-se planarias da espécie G. tigrina.
Em duas amostragens (verdo 2000/2001 e inverno 2001), foram empregados trés
grupos de planarias: G. tigrina, G. schubarti, e G. schubarti mixopléide (2n/3n), para
se avaliar a diferenca de sensibilidade entre esses grupos.

Os resultados do teste Cometa foram comparados com resultados obtidos pelo
teste de Ames para mutacdo génica em amostras de aguas da foz dos rios Gravatali,
Sinos e Cai, e na Ponta da Cadeia, em duas coletas (verao 1999/2000 e inverno 2000).

Em um ponto reconhecido como tendo alta poluicdo, foi avaliada a
genotoxicidade do ar pelo teste de mutacdo génica nos pélos estaminais de
Tradescantia ( Trad-SHM).

As principais conclusfes foram as seguintes:

a) As amostras de 4&guas dos oito pontos avaliados apresentaram

genotoxicidade significativamente superior ao controle negativo;

b) O incremento de genotoxicidade das amostras de aguas dos diversos
pontos amostrados apresentou a seguinte ordem crescente: Jacui, Ponta da
Cadeia, Sinos, Guaiba LP, arroio Diluvio, Guaiba R, Gravatai, Cai. As

amostras de agua da foz do Jacui apresentaram genotoxicidade
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significantemente inferior do que as amostras dos rios Gravatai e Cai; e as
amostras da Ponta da Cadeia apresentaram  genotoxicidade

significantemente inferior as do Cai;

c) As amostras de agua coletadas no inverno tendem a apresentar maior

genotoxicidade do que as amostras avaliadas no veréo;

d) A sensibilidade dos trés grupos de planarias, avaliada em duas

amostragens, foi similar;

e) N&o se encontrou nenhuma correlacdo entre os resultados do teste Cometa
e 0s dados obtidos através do teste de Ames, nas amostras de aguas dos

pontos avaliados pelos dois métodos;

f) O ar avaliado em um ponto poluido em Porto Alegre foi capaz de induzir
aumento significativo de mutacdes pelo teste 7rad-SHM em relacdo ao

controle negativo.

As planéarias apresentaram alta sensibilidade para deteccdo de genotoxicidade
ambiental nas amostras de &aguas. Estes organismos, portanto, se forem também
levados em conta os dados da literatura cientifica, sdo adequados para avaliacdo tanto
da toxicidade em geral, como da genotoxicidade de &guas. As vantagens sdo alta

sensibilidade, baixo custo e tempo reduzido necesséario para obtencdo de resultados.
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V1. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The waters in the Guaiba hydrographic basin was monitored at different points
for two years, from summer 1999/2000 to spring 2001, in the Metropolitan Area of
Porto Alegre, southern Brazil. Planarians were used as test-organisms and the Comet
assay was used to assess the genotoxicity of the water samples. Eight sample
collections were performed, one for each season during the two years of monitoring.
The water samples were collected at eight points, chosen according to the following
criteria: four points at the mouth of the four main rivers forming the Guaiba basin -
Gravatai, Jacui, Cai, and Sinos; two urban wastewater discharge points — Ponta da
Cadeia and Arroio Diluvio; one industrial wastewater discharge point — Guaiba R; and
the last point close to the outflow of the Guaiba into Lagoa dos Patos (Patos Lagoon)
(Guaiba LP).

All samples were tested using planarians of the G. tigrina species. In two
collections (summer 2000/2001 and winter 2001) three groups of planarians were
used: G. tigrina, G. schubarti, G. schubarti mixoploid (2n/3n) to assess the different
sensitivities of these groups.

The results of the Comet test were compared to the results obtained using the
Ames test for gene mutation in water samples from the mouth of rivers Gravatai, Sinos
and Cai, and at Ponta da Cadeia, in two collections (Summer 1999/2000 and winter
2000).

Air genotoxicity was assessed at a point known for its high level of pollution

using the 7radescantia stamen hair (gene) mutation test (7rag-SHM).

The main conclusions were as follows:

a) The water samples from the eight points assessed presented significantly

higher genotoxicity than the negative control;

b) The positive genotoxicity of the water samples from the different points
where they were collected presented the following increasing order: Jacui,
Ponta da Cadeia, Sinos, Guaiba LP, Arroio Dilavio, Guaiba R, Gravatai, Cai.

The water samples from the Jacui river mouth had a significantly lower
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genotoxicity than the samples from the Gravatai and Cai rivers; and the
samples from Ponta da Cadeia had a significantly lower genotoxicity than

those from the Cai;

c) The water samples collected in winter tend to present higher genotoxicity

than the samples assessed in summer;

d) The three groups of planarians, assessed at two samplings, presented

similar sensitivity;

e) No correlation was found between the results of the Comet test and the
data obtained using the Ames test, in the water samples from the points

assessed by both methods.

f) The air assessed at a polluted point in Porto Alegre was able to induce a
significant increase in mutations using the 7rad-SHM test as compared to

the negative control;

The planarians proved to be highly sensitive to detect environmental
genotoxicity in the water samples. Thus, if the data from scientific literature is taken
into account, these organisms are appropriate to assess both toxicity in general and
genotoxicity in water. The advantages are high sensitivity, low cost and less time

needed to obtain results.
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VII1. ANEXOS

ANEXO 1. Tabelas dos parametros fisico-quimicos coletados pelo

DMAE organizadas por ponto de coleta .
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Data

31 Rio Gravatai

Parametro unidade [ 6/2/2000] 17/05/00 | 10/08/00 | 08/11/00 | 15/02/01 | 16/05/01 | 08/08/01 | 07/11/01
TEMPAG °C 255 | 245 | 180 | 285 | 255 | 170 | 100 | 250
TEMPAR °C 270 | 195 | 140 | 235 | 275 | 155 | 185 | 250
RT105 mg/L 229 182 121 131 114 116 100 234
RF550 mg/L 171 131 88 o1 73 75 61 169
RV550 mg /L 58 51 33 40 41 41 39 65
COND uS/cm 4250 | 2490 | 2070 | 1125 | 1089 | 831 | 881 | 2300
CLORETO mg CIIL 379 | 224 | 179 8,9 110 | 100 8,9 18,6
DUREZA mg CaCO3/L | _ 69 56 38 26 27 25 21 40
ALCT mgCacO3/L | 1124 | 713 | 573 | 308 | 315 | 220 | 251 | 521
PH i 75 71 7.5 7.6 7.2 6.7 6.4 7.1
oD mg O2IL ND ND ND 2.7 0.2 7.1 32 | ZERO
DBO mgO2L | 192 | 164 | 20,0 6.0 23 4,0 32 12,0
DQO mgO2L | 800 | 600 | 563 | 364 | 312 | 320 | 392 | 438
NH3 mgN/L | 11,78 | 920 | 543 | 177 | 159 | 075 | 452 | 852
NORG mg N/L 101 | 243 | 096 | 184 | 121 | 077 | 538 | 2023
NO2 mgNO2/L | <0,003 | 0,008 | 0038 | 0146 | 0,096 | 0036 | 0021 | 0,036
NO3 mgNO3/L | 010 | 019 | 025 | 119 | 042 | 067 | 026 | 007
PO40 mgPO4L | 656 | 277 | 185 | 065 | 065 | 058 | 067 | 163
PO4T mgPO4/L | 1269 | 325 | 269 | 087 | 28 | 080 | 095 | 284
ABS mg MBAS/L | 0087 | 0056 | 0537 | 0035 | <0,025 | 0,030 | 0097 | 0,044
FENOL mgl/L 0,009 | 0,011 | 0,008 | 0,009 | 0003 | 0005 | ND | 0,003
AL mg AL 0,9 45 15 4.4 23 1,4 3.2 8,0
CcD mgCdlL | 0001 | ND | 0001 | ND ND | 0,002 | ND ND
PB mgPb/L | <001 | ND | <001 | <00l | <0,0L | <001 | ND ND
cu mg CuL | <0,004 | 0,005 | 0,005 | 0,007 | 0005 | <0,004 | <0,004 | 0,007
CRT mg CriL__| <0,0056 | 0,007 | 0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | 0,006
HG mg Hg/lL_|<0,00010| _ ND ND ND ND ND ND ND
NI mgNi/L | 0012 | ND | <0007 | ND | 0014 | 0,01 ND | <0,007
ZN mgzn/L | 0021 | 0031 | 005 | 0028 | 0016 | 002 | 0047 | 0,036
COLILERTTOTAL | NMP/100mL | 360000 | 2900000 | 3900000 | 1000000 | 160000 | 430000 | 560000 | 1400000
COLILERTFECAL | NMP/100mL | 44000 | 420000 | 380000 | 160000 | 52000 | 65000 | 58000 | 290000
AL Org/mL i 150 | 442 71 97,2 | 252 8,1 14
A2 Org/mL i 325 | 806 | 2911 | 1674 | 168 | 51,3 | 308
A3 Org/mL i 225 | 442 | 2130 | 378 | 315 | 1080 | 182
FP Org/mL i 775 | 962 | 191,7 | 2862 | 987 | 1566 | 1498
PP Org/mL i i X 71 16,2 2.1 X X
R Org/mL i i i 7.1 5.4 X X 14
NUMTOTPLA org/mL | copos | 1475 | 2652 | 7171 | 6156 | 1743 | 3240 | 2016
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Ponto 38 PCadeia

A . Data i
Parametro Unidade 07/02/00] 23/05/00| 28/08/00| 13/11/00| 07/02/01| 07/05/01| 13/08/01| 12/11/01 38 Ponta da Cadeia

TEMPAR °C 27,0 20,0 14,5 22,0 29,0 17,5 22,0 25,0
TEMPAG °C 26,0 18,7 16,0 23,6 28,0 17,8 14,5 23,0
RF550 mg/L 90 64 63 66 56 144 65 52
RV550 mg /L 16 40 32 22 38 49 28 26
COND pS/cm 75,3 57,8 58,9 76,6 54,9 39,3 81,0 55,5
CLORETO mg CI/L 5,4 3,6 5,2 5,8 3,0 3,7 5,7 3,0
DUREZA mg CaCO3/L 26 20 22 20 18 18 20 21
ALCT mg CaCO3/L| 21,8 23,5 18,9 24,6 20,8 16,7 24,2 19,8
PH - 7,6 7,6 7,5 7,4 7,4 6,8 6,8 7,7
OD mg O2/L 6,4 8,4 8,2 6,2 6,3 6,9 6,3 7,5
DBO mg O2/L 1,9 0,6 1,1 1,6 0,2 0,8 1,3 0,7
DQO mg O2/L 8,3 13,7 12,3 13,5 16,1 24,8 13,3 8,1
NH3 mg N/L 0,32 0,45 0,46 1,36 0,26 0,10 0,71 0,20
NORG mg N/L 0,82 0,65 2,95 1,99 0,62 0,73 1,84 1,11
NO2 mg NO2/L 0,166 0,017 0,043 0,065 0,016 0,014 0,046 0,010
NO3 mg NO3/L 3,00 1,66 1,53 1,30 1,50 2,48 1,44 1,45
PO40 mg PO4/L 0,15 0,14 0,14 0,12 0,17 0,12 0,29 0,06
POAT mg PO4/L 0,21 0,26 0,34 0,22 0,22 0,33 0,45 0,21
ABS mg MBAS/L ND 0,044 ND ND ND ND 0,036 <0,025
FENOL mg/L ND 0,005 0,004 0,005 0,002 0,003 ND ND
AL mg Al/L 1,2 4.7 4.5 3,7 3,9 9,1 3,4 2,5
CD mg Cd/L ND ND ND ND 0,001 ND ND 0,002
PB mg Pb/L ND ND ND 0,01 <0,01 ND ND ND
CU mg Cu/L 0,005 0,005 0,006 <0,004 <0,004 0,013 0,007 0,006
CRT mg Cr/L <0,005 0,005 0,008 <0,005 <0,005 0,007 <0,005 <0,005
HG mg Hg/L ND 0,0002 | 0,00014 ND <0,00010|<0,00010 ND ND
NI mg Ni/L <0,007 <0,007 ND <0,007 <0,007 ND ND 0,008
ZN mg Zn/L 0,021 0,010 0,004 0,008 0,017 0,054 0,013 0,022
COLILERTTOTAL |NMP/100mL| 3200 2400 19000 120000 10000 19000 28000 4400
COLILERTFECAL |NMP/100mL 170 77 770 11000 400 1300 2000 310
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Ponto 40 DilGvio

Parametr Unidad Data 40 A io Dilavi
arametro ade 23/05/00 | 28/08/00 | 13/11/00 | 07/02/01 | 07/05/01 | 13/08/01 | 12/11/01 rroio Liiuvio

TEMPAR °C 20,0 14,5 22,0 32,0 17,0 24,0 23,5
TEMPAG °C 20,5 15,0 22,5 28,0 18,0 18,0 23,0
RT105 mg/L 251 305 132 145 150 99 183
RF550 mg/L 166 89 99 107 102 70 135
RV550 mg /L 85 216 33 38 48 29 48
COND uS/cm 404,0 149,7 164,1 255,0 277,0 92,1 261,0
CLORETO mg CI/L 29,3 13,4 11,2 19,8 16,9 6,5 17,4
DUREZA mg CaCO3/L 61 40 36 37 53 26 67
ALCT mg CaCO3/L| 132,6 37,8 43,8 69,3 66,9 28,1 75,9
PH - 7,5 7,4 7,4 7,6 7,0 6,7 7,3
OD mg O2/L ND 5,0 2,6 0,9 55 4,9 0,6
DBO mg O2/L 22,5 51 6,6 9,0 10,8 1,4 12,0
DQO mg O2/L 55,7 26,5 24,3 33,4 42,0 17,1 28,5
NH3 mg N/L 10,46 2,28 3,16 5,81 4,63 1,68 4,07
NORG mg N/L 1,82 3,00 2,23 1,43 1,62 1,43 1,78
NO2 mg NO2/L 0,007 0,322 0,411 0,213 0,579 0,067 0,792
NO3 mg NO3/L 0,22 4,02 1,85 0,56 0,87 0,40 1,69
PO40 mg PO4/L 2,75 0,44 0,61 2,16 1,26 0,40 1,35
POAT mg PO4/L 3,20 0,68 1,31 3,84 1,85 0,61 2,25
ABS mg MBAS/L 1,502 0,036 0,028 <0,025 0,068 0,031 0,038
FENOL mg/L 0,003 ND 0,002 0,008 0,005 ND 0,002
AL mg Al/L 0,3 2,0 5,3 1,6 1,0 3,6 1,5
CD mg Cd/L ND ND 0,001 0,001 ND 0,001 ND
PB mg Pb/L ND ND 0,01 <0,01 ND <0,01 <0,01
CcU mg Cu/L 0,012 0,006 0,013 0,016 0,015 0,004 0,008
CRT mg Cr/L <0,005 0,005 0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
HG mg Hg/L 0,00022 | <0,00010 ND 0,00017 ND ND <0,00010
NI mg Ni/L <0,007 ND <0,007 <0,007 ND <0,007 ND
ZN mg Zn/L 0,015 0,003 0,054 0,006 0,020 0,021 0,013
COLI TOTAL NMP/100mL | 2400000 | 680000 4100000 | 1100000 | 2600000 240000 2400000
E. COLI NMP/100mL | 440000 | 46000 | 580000 | 110000 | 470000 | 27000 | 290000
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Data

51b Guaiba R

Parametro Unidade 08/02/00] 23/05/00] 29/08/00| 16/11/00, 08/02/01] 08/05/01] 14/08/01] 13/11/01
TEMPAR °C 24,0 18,0 11,5 19,0 27,5 17,5 21,5 23,0
TEMPAG °C 26,0 19,0 15,5 22,6 27,0 18,3 18,0 24,0
RT105 mg/L 214 174 358 160 164 107 239 129
RF550 mg/L 175 127 170 116 117 75 203 94
RV550 mg /L 39 47 188 44 47 32 36 35
COND uS/cm 188,1 186,9 139,1 174,9 119,1 38,7 273,0 277,0
CLORETO mg CI/L 23,3 20,0 12,4 10,4 12,7 3,8 31,7 17,0
DUREZA mg CaCO3/L 25 26 22 20 18 16 22 18
ALCT mg CaCO3/L 23,7 25,9 24,8 22,7 21,9 15,3 20,0 22,8
PH - 7,5 7,4 7,4 7,7 7,6 6,8 6,7 7,2
oD mg O2/L 7,1 8,0 8,7 7,6 6,8 6,5 7,8 6,8
DBO mg O2/L 1,6 0,8 1,2 1,2 0,9 0,8 0,8 0,8
DQO mg O2/L 14,9 20,4 15,8 13,2 19,0 21,2 20,6 23,8
NH3 mg NJ/L 0,50 0,85 0,20 0,56 0,17 0,13 1,06 1,32
NORG mg N/L 0,79 0,54 0,83 1,31 0,56 0,73 1,38 0,60
NO2 mg NO2/L 0,067 0,019 0,032 0,015 0,005 0,004 0,014 0,022
NO3 mg NO3/L 2,64 1,70 0,88 1,81 0,91 1,13 0,77 1,30
PO40 mg PO4/L 0,16 0,16 0,11 0,13 0,12 0,16 0,09 0,22
PO4T mg PO4/L 0,24 0,26 0,35 0,31 0,18 0,45 0,24 0,39
ABS mg MBASI/L ND <0,025 ND ND ND ND <0,025 | <0,025
FENOL mg/L 0,003 0,003 0,005 0,005 0,004 0,002 <0,001 0,001
AL mg Al/L 2,7 4,7 4,7 57 4,5 6,2 49 3.4
CD mg Cd/L ND 0,001 ND ND ND ND ND ND
PB mg Pb/L ND 0,01 ND <0,01 ND ND ND ND
CU mg Cu/L 0,004 <0,004 0,006 0,004 0,005 0,006 0,004 0,004
CRT mg Cr/L <0,005 0,005 0,013 0,006 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
HG mg Hg/L ND ND 0,00016 ND <0,00010<0,00010|<0,00010 ND
NI mg Ni/L <0,007 0,007 ND <0,007 ND ND ND ND
ZN mg Zn/L 0,024 0,018 0,009 0,010 0,022 0,022 0,001 0,012
COLI TOTAL NMP/100mL 6200 12000 2300 4600 1300 6900 15000 5800
E. COLI NMP/100mL 820 1000 210 1300 52 220 1700 570
Al Org/mL 150,4 - - X 3,0 10,8 - 10,2
A2 Org/mL 47,0 - 45,6 25,2 9,0 54 16,2 40,8
A3 Org/mL 141,0 - 77,9 43,2 60,0 21,6 45,9 68,0
FP Org/mL 150,4 - 114 14,4 13,5 45,9 126,9 81,6
PP Org/mL - - X - X 2,7 8,1 X
R Org/mL X - - - - - - X
NUMTOTPLA Org/mL 488,8 - 138,7 82,8 85,5 86,4 197,1 200,6
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Data

57 Rio Jacui

Parametro Unidade 16/02/00 | 17/05/00 | 10/08/00 | 08/11/00 | 15/02/01 | 16/05/01 | 08/08/01 | 07/11/01
TEMPAR °C 24,0 19,0 10,5 23,5 25,0 17,0 18,0 25,0
TEMPAG °C 26,0 18,0 13,9 23,0 27,5 17,0 17,9 245
RT105 mg/L 78 90 62 135 76 88 77 84
RF550 mg/L 57 73 48 70 55 60 52 55
RV550 mg /L 21 17 14 65 21 28 25 29
COND uS/cm 56,6 50,5 54,0 52,0 47,4 41,9 48,4 55,0
CLORETO mg CI/L 3,3 3,2 2,9 3,4 2,7 2,6 2,4 3,2
DUREZA mg CaCO3/L 22 19 - 16 - 21 - 19
ALCT mg CaCO3/L 20 20,1 - 18,1 COD24 41,8 18,5 15,1
PH - 7,80 7,20 8,00 7,60 7,80 7,00 6,80 7,90
OD mg O2/L 6,60 8,70 10,00 8,20 7,00 8,30 8,90 8,30
DBO mg O2/L COD19 0,6 0,8 0,6 0,5 1,0 0,6 1,4
DQO mg O2/L 14,2 15,3 5,4 11,2 9,3 13,6 8,0 9,2
NH3 mg N/L 0,30 0,24 0,52 0,14 0,10 0,03 0,64 0,78
NORG mg N/L 1,00 1,26 1,30 1,31 0,52 0,31 0,73 0,75
NO2 mg NO2/L 0,008 0,016 0,027 0,006 0,006 <0,003 0,01 0,005
NO3 mg NO3/L 1,79 1,10 0,95 1,11 2,05 1,20 1,00 0,59
PO40 mg PO4/L 0,09 0,15 0,10 0,11 0,11 0,10 0,10 0,08
POAT mg PO4/L 0,18 0,35 0,16 0,12 0,21 0,50 0,19 0,14
ABS mg MBASI/L ND <0,025 <0,025 <0,025 ND ND ND ND
FENOL mg/L ND CODO08 - - - 0,003 - ND
AL mg Al/L 2,40 4,50 2,00 6,60 3,00 3,30 4,60 2,50
CD mg Cd/L ND ND ND ND ND 0,001 ND ND
PB mg Pb/L ND ND ND ND <0,01 ND ND ND
CU mg Cu/L 0,004 0,004 <0,004 0,005 0,004 <0,004 0,004 <0,004
CRT mg Cr/L <0,005 0,005 0,007 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
HG mg Hg/L ND <0,00010 ND ND <0,00010 ND ND ND
NI mg Ni/L ND ND <0,007 ND <0,007 0,007 ND <0,007
ZN mg Zn/L 0,022 0,005 0,005 0,017 0,003 0,032 0,042 0,022
COLILERTTOTAL NMP/100mL | 1700 980 1000 3800 2000 2400 1600 720
COLILERTFECAL NMP/100mL 26 46 54 82 75 40 52 <10
Al Org/mL 5,1 2,4 X 1,7 1,7 X 7,0 X
A2 Org/mL 27,2 17,6 61,2 35,7 34,0 6,8 28,0 121,5
A3 Org/mL 49,3 38,8 170,0 22,1 27,2 8,5 126,0 129,0
FP Org/mL 8,5 7,2 159,8 54,4 425 22,1 77,0 117,0
PP Org/mL 1,7 X 10,2 X X - 3,5 1,5
R Org/mL 3,4 0,8 - X - X X 3,0
NUMTOTPLA Org/mL 95,2 66,8 401,2 113,9 105,4 37,4 2485 372,0
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Data

58 Rio Cai

Parametro Unidade 16/02/00] 17/05/00] 10/08/00] 08/11/00] 15/02/01] 16/05/01] 08/08/01] 07/11/01
TEMPAR °C 24,0 17,0 10,0 25,0 25,0 17,0 17,5 26,0
TEMPAG °C 26,0 18,0 13,3 23,4 27,0 16,4 17,2 25,5
RT105 mg/L 112 104 162 116 130 69 91 106
RF550 mg/L 83 74 61 92 68 51 64 74
RV550 mg /L 29 30 101 24 62 18 27 32
COND puS/cm 128,4 93,6 119,7 92,1 73,9 71,0 82,3 117,6
CLORETO mg CI/L 13,8 8,0 11,2 7,1 59 55 5,8 10,0
DUREZA mg CaCO3/L 28 38 - 40 - - - 30
ALCT mg CaCO3/L 28,6 25,3 - 25,6 24,6 - 22,1 24,6
PH - 7,4 7,2 7,8 7,8 7,7 6,8 6,5 7,5
oD mg O2/L 4,7 6,7 9,5 8,0 53 7,1 6,5 7,3
DBO mg O2/L 15 0,6 1,3 1,6 0,9 0,8 0,2 2,7
DQO mg O2/L 20,7 15,9 11,7 17,5 14,9 10,8 12,6 13,1
NH3 mg N/L 0,58 0,57 0,83 0,12 0,39 0,09 0,15 0,58
NORG mg N/L 0,71 1,06 1,28 1,91 0,66 0,45 0,94 1,26
NO2 mg NO2/L 0,408 0,079 0,106 0,074 0,046 0,039 0,043 0,123
NO3 mg NO3/L 1,79 3,41 3,64 2,53 0,72 1,41 2,49 1,03
PO40 mg PO4/L 0,20 0,22 0,15 0,08 0,16 0,18 0,15 0,12
POAT mg PO4/L 0,27 0,32 0,23 0,13 0,22 0,26 0,25 0,23
ABS mg MBAS/L | <0,025 | <0,025 | <0,025 0,025 ND 0,088 <0,025 ND
FENOL mg/L 0,003 CODO08 - - - - ND 0,001
AL mg Al/L 3,6 3,2 1,2 34 2,1 14 2,3 1,0
CD mg Cd/L ND ND 0,001 ND ND 0,001 ND ND
PB mg Pb/L ND ND <0,01 ND ND <0,01 ND ND
CcU mg Cu/L 0,006 0,005 <0,004 0,007 0,004 0,005 0,005 <0,004
CRT mg Cr/L <0,005 0,006 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 0,005 <0,005
HG mg Hg/L ND ND <0,00010 ND <0,00010 ND ND ND
NI mg Ni/L <0,007 ND 0,008 <0,007 0,007 0,007 ND ND
ZN mg Zn/L 0,03 0,007 0,026 0,018 0,026 0,024 0,016 0,021
COLI TOTAL NMP/100mL 3500 1700 2000 3500 2900 3200 2400 1500
E. COLI NMP/100mL 110 71 87 110 61 73 110 63
Al Org/mL X 3,4 24,0 228,0 X 1,7 6,0 3,3
A2 Org/mL 108,8 54,4 264,0 | 15468,0 66,3 28,9 72,0 280,5
A3 Org/mL 180,2 141,1 4416,0 144,0 13,6 25,5 345,0 409,2
FP Org/mL 51,0 37,4 528,0 35,7 30,6 55,5 392,7
PP Org/mL X 1,7 12,0 - - X X 33,0
R Org/mL X - - - - X - 6,6
NUMTOTPLA Org/mL 340,0 239,7 5244,0 | 15840,0 | 115,6 86,7 478,5 1125,3
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Data

59 Rio dos Sinos

Parametro Unidade 17/02/00] 18/05/00, 08/08/00| 07/11/00] 14/02/01] 15/05/01] 07/08/01] 06/11/01
TEMPAR °C 22,5 18,0 18,0 27,0 28,0 14,0 16,0 30,0
TEMPAG °C 25,7 17,0 14,0 22,0 27,0 15,9 17,0 24,5
RT105 mg/L 114 124 110 111 95 93 97 138
RF550 mg/L 83 85 89 92 68 59 66 97
RV550 mg /L 31 39 21 19 27 34 31 41
COND puS/cm 136,9 141,7 181,6 1114 101,7 73,9 85,6 119,9
CLORETO mg CI/L 14,5 14,7 18,3 19,2 7,4 7,0 7,3 11,6
DUREZA mg CaCO3/L 26 - 35 30 29 25 24 29
ALCT mg CaCO3/L| 33,5 35,6 45,4 19,3 47,5 27,5 26,9 30,8
PH - 7,3 7,3 7,3 7,5 7,4 6,8 6,4 7,0
oD mg O2/L 24 4,5 3,3 4,9 3,2 5,3 5,7 2,8
DBO mg O2/L 1.3 1,2 3,2 29 2,1 11 11 1,8
DQO mg O2/L 21,0 18,0 17,9 15,3 12,1 15,2 14,1 17,3
NH3 mg N/L 2,04 1,66 2,76 0,85 0,72 0,23 0,73 2,26
NORG mg N/L 0,97 1,30 1,14 1,14 0,82 0,35 1,34 1,16
NO2 mg NO2/L 0,260 0,147 0,107 0,188 0,115 0,036 0,034 0,231
NO3 mg NO3/L 1,77 1,30 1,97 1,48 0,75 0,91 1,29 0,66
PO40 mg PO4/L 0,52 0,41 0,54 0,27 0,31 0,21 0,23 0,39
POAT mg PO4/L 0,57 0,63 0,78 0,39 0,43 0,38 0,35 0,63
ABS mg MBAS/L ND ND 0,319 0,028 ND ND <0,025 | <0,025
FENOL mg/L - - 0,003 0,008 0,003 0,003 <0,001 | <0,001
AL mg Al/L 2,7 2,9 0,7 24 15 2 3,1 3,2
CD mg Cd/L ND ND ND ND ND ND ND ND
PB mg Pb/L ND ND <0,01 <0,01 ND ND ND 0,02
CU mg Cu/L 0,004 <0,004 | <0,004 0,004 <0,004 | <0,004 0,005 0,004
CRT mg Cr/L 0,006 0,009 0,009 <0,005 | <0,005 | <0,005 0,005 0,008
HG mg Hg/L ND ND ND ND <0,00010 ND ND ND
NI mg Ni/L <0,007 ND <0,007 ND ND <0,007 0,008 ND
ZN mg Zn/L 0,057 0,014 0,015 0,021 0,009 0,014 0,04 0,032
COLI TOTAL NMP/100mL | 31000 44000 | 460000 | 50000 58000 28000 12000 31000
E. COLI NMP/100mL | 4300 2900 990 8200 5500 2500 980 6400
Al Org/mL 10,2 1,7 24,0 10,5 X 7,5 41,6 7,2
A2 Org/mL 146,2 28,9 528,0 1575 36,0 15,0 70,4 81,0
A3 Org/mL 98,6 69,7 4848,0 539,0 58,0 25,0 188,8 122,4
FP Org/mL 64,6 23,8 312,0 220,5 48,0 127,5 262,4 79,2
PP Org/mL X 10,2 X X 2,0 - 6,4 54
R Org/mL - - - - 2,0 - X 1,8
NUMTOTPLA Org/mL 319,6 136,0 5712,0 927,5 146,0 175,0 569,6 297,0
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61 Guaiba LP

Parametro Unidade 09/02/00 | 25/05/00 | 30/08/00 | 17/11/00 | 19/02/01 | 10/05/01 | 15/08/01 | 14/11/01
TEMPAR °C 27 23 15,5 21 29 17 24 25
TEMPAG °C 26 18 15 21,1 28,5 18,1 18 23
RT105 mg/L 85 104 88 97 87 96 114 101
RF550 mg/L 65 71 74 66 64 68 65 75
RV550 mg /L 20 33 14 31 23 28 49 26
COND puS/cm 70,3 61,8 73 59,2 53,8 44,1 56,6 62,1
CLORETO mg CI/L 55 4,7 4,5 3,9 3,2 3,3 3,5 4
DUREZA mg CaCO3/L 26 26 24 18 18 18 19 20
ALCT mg CaCO3/L| 22,6 22,3 25 50,2 20,3 18,3 16,8 19,8
PH - 8,4 7,9 7,8 8 8,2 7,2 7,3 7,9
oD mg O2/L 7,8 8,2 9,2 8,2 7,3 7,8 8,5 7,9
DBO mg O2/L 15 0,9 0,8 1,2 3,8 0,6 1,2 15
DQO mg O2/L 15,8 16,5 10,3 12,6 9,9 13,9 15,7 9,7
NH3 mg N/L 0,27 0,12 0,32 0,29 0,2 0,15 1 0,27
NORG mg N/L 0,82 1,01 0,63 0,95 0,72 0,58 1,19 0,95
NO2 mg NO2/L 0,08 0,046 0,04 0,057 0,024 0,016 0,147 0,01
NO3 mg NO3/L 1,27 1,78 1,67 5,83 2,31 1,88 0,98 1,36
PO40 mg PO4/L 0,06 0,19 0,14 0,11 0,07 0,15 0,13 0,16
POAT mg PO4/L 0,15 0,29 0,33 0,35 0,18 0,36 0,27 0,41
ABS mg MBAS/L ND <0,025 ND ND ND ND ND ND
FENOL mg/L ND 0,001 0,004 0,004 0,002 0,003 0,001 ND
AL mg Al/L 1,7 4,8 3,1 54 3,5 4,1 57 3,9
CD mg Cd/L ND 0,002 ND ND ND 0,002 ND ND
PB mg Pb/L <0,01 ND ND ND <0,01 ND ND ND
CU mg Cu/L <0,004 0,006 0,006 0,004 0,007 0,006 0,004 0,005
CRT mg Cr/L <0,005 | <0,005 0,009 0,006 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
HG mg Hg/L ND ND 0,00021 ND <0,00010 <0,00010 ND
NI mg Ni/L <0,007 | <0,007 ND <0,007 ND <0,007 | <0,007 | <0,007
ZN mg Zn/L 0,013 0,022 0,008 0,011 0,015 0,029 0,001 0,017
COLILERTTOTALNMP/100mL 310 440 5000 550 1400 2400 1200 770
COLILERTFECAL|NMP/100mL <1 30 650 29 130 190 96 4
Al Org/mL 103,8 2,8 X 22,5 3,6 X 20,7
A2 Org/mL 449,8 16,8 177,1 19,5 65 19,2 28 80,5
A3 Org/mL 1903 43,4 1108,8 312 85 14,4 19,6 356,5
FP Org/mL 138,4 35 69,3 81 125 38,4 168 78,2
PP Org/mL X 14 X 6 5 2,4 X 6,9
R Org/mL X 14 X 15 X X 2,8 X
NUMTOTPLA Org/mL 2595 100,8 1355,2 420 302,5 78 218,4 542,8
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ANEXO 2. Listagem dos codigos dos parametros coletados.

Cédigo do Parametro Parametro

Al
A2

A3

ABS

AL

ALCT

CD
CLORETO
CNEG
COLFECAL
COLTOTAL
COND
CPOS
CRT

cu
DANO
DBO
DELTANEG
DQO
DUREZA
ECOLI
ESTANRO
FENOL
FP

HG

NH3

NI

NO2

NO3
NORG
NTOTPLA
oD
PLUVTOT
PB

PH

PO40
POAT
PONTO
PP

R

RF550
RT105
RV550
TEMPAG
TEMPAR
ZN

CYANOPHYTA
CHLOROPHYTA

CHRYSOPHYTA
SURFACTANTES

ALUMINIO

ALCALINIDADE TOTAL

CADMIO

CLORETO

CONTROLE NEGATIVO
COLIFORMES FECAIS
COLIFORMES TOTAIS
CONDUTIVIDADE

CONTROLE POSITIVO

CROMO TOTAL

COBRE

INDICE DE DANO

DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENIO

INDICE DE DANO MENOS CONTROLE NEGATIVO

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO
DUREZA

Escherichia coli

ESTACAO DO ANO

FENOL

FLAGELADO PIGMENTADO
MERCURIO

AMONIA

NIQUEL

NITRITO

NITRATO

NITROGENIO ORGANICO
NUMERO TOTAL DE PLANCTON
OXIGENIO DISSOLVIDO
PLUVIOSIDADE TOTAL
CHUMBO

PH

FOSFATO ORTO

FOSFATO TOTAL

PONTO DE COLETA
PROTOZOA

ROTIFERA

RESIDUO TOTAL FIXO A 550°C
RESIDUO TOTAL 105°C
RESIDUO TOTAL VOLATIL A 550°C
TEMPERATURA DA AGUA
TEMPERATURA DO AR

ZINCO
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ANEXO 3. Tabelas de correlagdes entre parametros bioldgicos e fisico-quimicos
medidos.

Correlactes

DELTANEG PONTO ESTANRO DANO CNEG CPOS

DELTANEG Correlagao de

1,000 -,076 193 951% - 006 171

Pearson

Sig. (bilateral) , 552 127 ,000 961 173

N 64 64 64 64 64 64
PONTO Correlagéo d

orrelagao de -,076 1,000 ,000 -073 ,000 ,000

Pearson

Sig. (bilateral) 552 , 1,000 567 1,000 1,000

N 64 64 64 64 64 64
ESTANRO  Correlagdo de 193 ,000 1,000 358+ 564+ 761

Pearson

Sig. (bilateral) 127 1,000 , 1004 ,000 ,000

N 64 64 64 64 64 64
DANO Correlagéo d

orrelagao de 951% -,073 358 1,000 303 430

Pearson

Sig. (bilateral) ,000 567 ,004 , 015 ,000

N 64 64 64 64 64 64
CNEG Correlagéo d

orrelagao de -,006 ,000 564%* 303* 1,000 864%

Pearson

Sig. (bilateral) 961 1,000 ,000 015 , ,000

N 64 64 64 64 64 64
CPOS Correlagéo d

orrelagao de 171 ,000 7614 430+ 864% 1,000

Pearson

Sig. (bilateral) 178 1,000 ,000 ,000 ,000 ,

N 64 64 64 64 64 64

. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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Correlagdes

DELTANEG TEMPAR TEMPAG RTI05 RF550 RV550 COND CLORETO DUREZA  ALCT  PH
DELTANEG Szgieslgﬁéo de 1,000 ,089 094 278 254 205 267+ ,300* 147 075 -,056
Sig. (bilateral) , 488 464 027 045 107 034 017 283 570 €64
N 64 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
TEMPAR gz;rrzl;fﬁo de 089 1,000 859% 120 078 -200+ 082 084 041 043 285
Sig. (bilateral) 488 , 1000 348 544 021 521 512 766 744 (23
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
TEMPAG gzgzggéo de 094 859% 1000  -049 106 -100 113 087 044 064 406%
Sig. (bilateral) 464 ,000 , 702 408 119 380 497 750 629 001
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
RT105 gz;rrzljgéo de 278 -120 049 1,000 8417 813% 627 653 427 420%  -067
Sig. (bilateral) 027 348 702 , 1000 ,000 1000 ,000 001 001 €00
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
RF550 gz;rreslgﬁﬁo de 254* 078 106 841 1,000 3685 750% 802+ ATT™ 475 - 104
Sig. (bilateral) 1045 544 408 ,000 , ,003 1000 ,000 1000 000 416
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
RVS50 SZ;E'SEQO de 205 -,290* -,199 813 368 1,000 270* 259+ 225 212 -(04
Sig. (bilateral) 107 021 119 ,000 003 : 032 041 1099 103 78
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
COND gz;rri'ggé" de 267 082 113 627 750" 270 1,000 930 7757 80T 072
Sig. (bilateral) 034 521 380 ,000 1000 032 , 000 1000 000  E74
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
CLORETO Szgieslsﬁéo de ,300* 084 087 653  802% 250t 930%™ 1,000 679% 674 120
Sig. (bilateral) 017 512 497 ,000 1000 041 1000 , 1000 000 248
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63
DUREZA gz;rrzlsgéo de 147 041 044 427 4TT™ 225 775 679% 1,000 850  -(23
Sig. (bilateral) 283 766 750 ,001 1000 ,099 1000 ,000 i 000 €70
N 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
ALCT gz;rri'ggé" de 075 043 064 A420%  475% 212 807 674 859% 1000 018
Sig. (bilateral) 570 744 629 001 ,000 103 ,000 ,000 ,000 . €90
N 60 60 60 60 60 60 60 60 55 60 60
PH gz;rrzlggéo de -,056 285+ 406%  -067  -104  -004  -072 -,120 -,023 018 1,000
Sig. (bilateral) 664 023 ,001 600 416 978 574 348 870 890 ,
N 63 63 63 63 63 63 63 63 55 60 63

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

. Correlagao é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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Correlacdes

DELTANEG oD DBO DQO NH3  NORG NO2 NO3

DELTANEG Correlagao de

1,000 -158 ,033 144 180  ,340% 019 023
Pearson
Sig. (bilateral) , 217 800 260 159 006 882 858
N 64 63 63 63 63 63 63 63
oD Correlagio d
orrelagao de 158 1,0 -676% -755% -779%  .33g 356+ 380
Pearson
Sig. (bilateral) 217 . 000 ,000 000 007 004 002
N 63 63 63 63 63 63 63 63
DBO Correlagéo de
N 033 -676% 100 802 826* 246 184  -316*
Pearson
Sig. (bilateral) 800,000 . 000 000 052 150 012
N 63 63 63 63 63 63 63 63
DQO Correlagdo de 144 -755%  802% 1,00 ,904% 345 130  -415
Pearson
Sig. (bilateral) 260,000 ,000 . 000 006 309 ,00.
N 63 63 63 63 63 63 63 63
NH laca
3 Correlagdo de 180 -779% ,826% ,904% 1,00 405 162 -A418*
Pearson
Sig. (bilateral) 159 000 ,000 000 . 001 205 00
N 63 63 63 63 63 63 63 63
NORG Correlacio d
orrelagao de 340% -338" 246  345% 405 1,000 197 -,103
Pearson
Sig. (bilateral) 006 007 052 006 001 . 122 422
N 63 63 63 63 63 63 63 63
NO2 Correlagio d
orreracdo de 019 -356* 184 130 162 197 1,000 124
Pearson
Sig. (bilateral) 882 004 150 309 205 122 . 332
N 63 63 63 63 63 63 63 63
NO3 Correlagio d
orreiacdo de 023 389% -316* -415% -418% -103 124 1,00
Pearson
Sig. (bilateral) 858 002 012 001 001 @ 422 332 ,
N 63 63 63 63 63 63 63 63

. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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Correlagdes

DELTANEG PO40 POAT ABS FENOL
DELTANEG gz;rzsgao de 1,000 078 059 -015 052
Sig. (bilateral) , 542 648 906 719
N 64 63 63 63 51
PO40 gz;rzsgao de 078 1,000 972+ 202 552+
Sig. (bilateral) 542 , 000 020 000
N 63 63 63 63 51
po4T gz;rzsgao de 059 972+ 1,000 242 503+
Sig. (bilateral) 648 ,000 , 056 000
N 63 63 63 63 51
ABS gz;rresfséo de -,015 292+ 242 1,000 301*
Sig. (bilateral) ,906 ,020 ,056 , ,032
N 63 63 63 63 51
FENOL gz;rrzfséo de -052 5527 503 301* 1,000
Sig. (bilateral) 719 ,000 000 032 ,
N 51 51 51 51 51

. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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Correlac6es

DELTANEG AL CD PB CU CRT HG N 2N
DELTANEG Eggsgﬁao de 1,000 -005 -223 109 -079 092 020 014 -043
Sig. (bilateral) , 970 078 395 536 475 877 916 707
N 64 63 63 63 63 63 62 63 63
AL Eggsgﬁao de 005 10 -084 072 161 ,245 -063 -272¢ 167
Sig. (bilateral) 970 , 512 573 209 053 624 031 191
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
cb g:gres'ggéo de 223 -084 10 -005 013 -219 -070 ,360* 156
Sig. (bilateral) 078 512 , 972 920 085 586 004 223
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
PB g:gres'ggéo de 109 072 -005 10 -016 215 -072 -027 153
Sig. (bilateral) 395 573 972 , 903 090 578 834 231
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
cu ggzssﬁéo de 079 161 013 -016 10 019 367 -195 153
Sig. (bilateral) 536 200 920 903 , 885 003 125 232
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
CRT ggzssﬁéo de 092 245 -219 215 019 100 ,302¢ -184 ,0l4
Sig. (bilateral) 475 053 085 090 885 . 017 149 915
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
HG gzzszséo de 020 -063 -070 -072 367 ,302¢ 10 -126 -265*
Sig. (bilateral) 877 624 586 578 003 017 . 328,037
N 62 62 62 62 62 62 62 62 62
NI gsgs:rféo de 014 -272¢ 360 -027 -195 -184 -126 10 08l
Sig. (bilateral) 916 031 004 834 125 149 328 . 526
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63
2N Eggsgﬁao de 048 167 156 153 153 014 -265* 081 10
Sig. (bilateral) 707 191 223 231 232 915 037 526 ,
N 63 63 63 63 63 63 62 63 63

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

. Correlacéo é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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Correlagdes

DELTANEG ~ COLTOTAL COLFECAL ECOLI Al A2 A3 FP PP R  NTOTPLA PLUVTOT
DELTANEG gzgr‘;':géo de 1,000 004 240 015 138 016 173 293* 209 014 0908 270
Sig. (bilateral) , 972 185 904 354 912 238 043 154 923 513 092
N 64 63 32 63 47 48 48 48 48 48 47 40
COLTOTAL gzgg:géo de 004 1,000 950% 967 031 -047 -04 043 11 -02 -,053 229
Sig. (bilateral) 972 , 000 000 835 752 800 773 457 867 722 155
N 63 63 32 63 47 48 48 48 48 48 47 40
COLFECAL gg;es'sgéo de 240 959+ 1,000 1,000% ,099 -004 -18 175 -15 -06 -122 229
Sig. (bilateral) 185 000 . 000 653 985 ,393 414 490 771 578 281
N 32 32 32 32 23 24 24 24 24 24 23 24
Ecou gg;eslsgéo de 015 967+ 1,000% 1,000 014 -051 -11 046 -09 047 -,085 a71
Sig. (bilateral) 904 000 000 , 923 728 465 758 546 749 570 202
N 63 63 32 63 47 48 48 48 48 48 47 40
Al gg;eslsgéo de 138 031 099 014 10 ,736* ,100 113 -0l 015 721 128
Sig. (bilateral) 354 835 653 923 , 000 505 449 948 921 ,000 485
N 47 47 23 47 471 41 41 41 41 47 46 32
A2 gz;iljgéo de 016 -,047 004  -051 736" 10 006 -11 -07 -08 ,909* 130
Sig. (bilateral) 912 752 985 728 000 . 968 449 610 570 ,000 478
N 48 48 24 48 47 48 48 48 48 48 47 32
A3 gz;iljgéo de 173 -,038 183  -108 ,100 ,006 10 ,633* 122 -1 420+ 497
Sig. (bilateral) 238 800 303 465 505 968 ., 000 408 450 003 004
N 48 48 24 48 47 48 48 48 48 48 47 32
FP Szgzljgao de 293+ 043 175 046 113 -112 633" 10 624" 364* 186 435+
Sig. (bilateral) 043 773 414 758 449 449 000 ., 000 011 211 013
N 48 48 24 48 47 48 48 48 48 48 47 32
PP Szgzjgao de 200 -110 .148  -089 -0l -074 122 624% 10 582% 006 253
Sig. (bilateral) 154 457 490 546 948 619 408 000 . .,000 967 162
N 48 48 24 48 47 48 48 48 48 48 47 32
R Szgzjgao de 014 -025 063 047 015 -084 -11 364 582 10 -,106 093
Sig. (bilateral) 023 867 771 749 921 570 450 011 000 , 477 614
N 48 48 24 48 47 48 48 48 48 48 47 32
NTOTPLA gzgg:géo de 098 -,053 122 -085 ,721% ,909* 420 186 006 -1l 1,000 325
Sig. (bilateral) 513 722 578 570 000 000 003 211 967 477 , 075
N 47 47 23 47 46 47 4T 47 41 47 47 a1
PLuvTOT gzgg:géo de 270 229 229 171 128 130 497 435¢ 253 003 325 1,000
Sig. (bilateral) 092 155 281 292 485 478 004 013 ,162 614 075 ,
N 40 40 24 0 32 32 32 32 32 2 31 40

*. Correlagéo é significante em nivel de 0,01 (bilateral).

. Correlagéo é significante em nivel de 0,05 (bilateral).
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