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RESUMO

O potencial genotoxico de amostras de uma bacia hidrografica impactada por
atividades agricolas, urbanas e industriais foi estudado, investigando a influéncia das
variagbes sazonais na atividade mutagénica de suas 4guas. Trés locais foram
analisados, sendo um de referéncia -SI121- e dois com maior influéncia antrépica -
S1028 e S1008. Utilizou-se o ensaio Salmonella/microssoma em presencga/auséncia de
metabolizagdo hepética de ratos (fragdo S9) em amostras de dgua e extrato organico.
Foram utilizadas linhagens para identificar erros no quadro de leitura (TA98 e
TA97a), trocas de pares de bases (TA100, TA1535) ¢ danos oxidativos (TA102).
Respostas indicativas de mutagénese ocorreram especialmente na presenga de
metabolizagdo ¢ parecem ter sofrido a influéncia das condigdes climéticas. A resposta
toxica, bastante freqiiente, pode ter interferido na detec¢do da mutagenicidade. O
impacto adverso das atividades antropicas no corpo hidrico foi detectado através de
respostas recorrentes no local de maior concentragdo urbana e industrial que

apresentou efeitos na maioria das linhagens testadas.

Palavras-chave: Ensaio Salmonella/microssoma; Qualidade da 4gua;

Genotoxicidade; Mutagenicidade; Extratos organicos, Poluigdo hidrica.

1. Introducgio

Ambientes aquaticos recebem grande quantidade de contaminantes, sendo o
receptor final de uma variedade de residuos oriundos de dreas urbanas, atividades
industriais e agricolas. Dessa forma, os corpos hidricos se tornam misturas complexas
onde esses contaminantes sdo influenciados pelas caracteristicas locais podendo ser

transportados, transformados e/ou bioacumulados. Estudos recentes estimam que, por
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2
dia, s3o utilizadas cerca de cem mil substincias quimicas, sendo que muitas delas sdo
compostos desconhecidos que podem apresentar propriedades genotoxicas (Holt,

2000; Ohe et al., 2004).

Na maioria das vezes essas substdncias apresentam-se no ambiente em
concentragdes abaixo do necessario para causar efeitos agudos. No entanto, mesmo
em pequenas concentragdes, quando um organismo é exposto a essas condigdes ele
pode tornar-se incapaz de funcionar em um contexto ecolégico (Scott and Sloman,
2004). Substancias quimicas que induzem mutagdes podem afetar células somaticas e
germinativas, tornando-se potenciais causadores de problemas de fertilidade e indug@o
de cédncer (Mortelmans and Zeiger, 2000). Mutagdes ndo-especificas podem se
acumular no genoma e potencialmente persistir na populagio resultando,
eventualmente, em redugdo do fitness e do tamanho populacional (Belfiore &

Anderson, 2001).

Realizar a analise do risco sobre os efeitos de cada substincia efetivamente em uso,
ndo € possivel. Além disso, os individuos raramente estio expostos a um anico
contaminante, mas a uma mistura deles, que pode apresentar propriedades toxicas
diferentes dos constituintes originais. Dessa forma, a avaliagdo da qualidade das aguas

receptoras se torna importante para assegurar a integridade dos ecossistemas.

Efeitos adversos na saide humana podem ser atribuidos a substincias tbxicas
presentes na agua. A presenga de compostos potencialmente toxicos nessa agua deve
ser atentamente considerada mesmo que ocorra em baixos niveis, devido ao longo
tempo de exposi¢do a que os seres humanos estdo sujeitos (Buschini et al., 2008).
Recentemente, foi reportado que a qualidade da agua de abastecimento publico
depende, principalmente, da qualidade da agua bruta de origem, refor¢ando a
necessidade do monitoramento e analise de risco de corpos hidricos (Pereira et al.,

2007).
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3

O monitoramento da qualidade da dgua geralmente é conduzido através de medidas
fisico-quimicas que, devido & natureza complexa das amostras, podem ndo ser
suficientes para garantir a seguranga bioldgica (Claxton et al., 1998; Fernandez et al.,
2005). Em contrapartida, os bioensaios fornecem uma ferramenta Gtil na detecgdio dos
efeitos de uma ampla variedade de substincias quimicas e de suas interagdes sem a
necessidade de informagdes prévias acerca da sua identidade ou propriedades fisico-
quimicas. A utilizagdo de biomarcadores genotoxicos € apropriada para a andlise de
risco ambiental e varios estudos relacionam danos no DNA com subsegiientes

alteragdes a nivel molecular, celular e tecidual de organismos aquéticos (Ohe et al.,

2004).

Nesse contexto, o ensaio Salmonella/microssoma é um método amplamente
recomendado para avaliar a atividade mutagénica de amostras ambientais e tem sido
utilizado pelo nosso grupo de pesquisa na avalia¢io da qualidade de dguas superficiais
(Vargas et al., 1993; Cardozo et al., 2006; Vargas et al., 2008), sedimentos (Vargas et
al., 2001; Tagliari et al.,2004; Horn et al.,2004), ar (Vargas et al.,1998; Vargas, 2003;
Ducatti & Vargas, 2003; Coronas et al., 2008) e solos ( Silva-Junior e Vargas, 2007).
Além disso, resultados positivos no ensaio Salmorella/microssoma devem ser
considerados como potencialmente carcinogénicos em mamiferos (Zeiger, 1998;

Vargas, 2003).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial genotoxico utilizando o ensaio
Salmonella/microssoma em uma bacia hidrogrdfica impactada por atividades
agricolas, urbanas e industriais investigando a influéncia de diferentes estagdes na

atividade mutagénica de suas aguas.

2. Material e Métodos
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2.1. Area de estudo

A bacia hidrografica do rio dos Sinos localiza-se no estado do Rio Grande do Sul,
sul do Brasil, em érea de elevada densidade demogréfica: ela compreende 17% da
populagdo do estado em apenas 3,5% de seu territério (Haase, 2002). As aguas da
bacia sio utilizadas para abastecimento publico e industrial, irrigagdo, dessedentag@o
de animais, recreagdo de contato primdrio, pesca artesanal, navegagdo, geragdo de
eletricidade e para a prote¢do de comunidades aquaticas (Vargas et al., 2001). O rio
dos Sinos inclui uma importante 4rea urbana, agricola e industrial do estado sendo
influenciada por diferentes tipos de poluigdo ao longo de seu curso.

A precipitagdio acumulada mensal em Porto Alegre € utilizada representativamente
para a regido da bacia dos Sinos, uma vez que dados dessa regido ndo estdo
disponiveis (Fepam, 2007). Conforme apresentado na figura 1, o periodo de maior

precipitagdo ocorre entre junho e outubro.

2.1.1. Locais de amostragem

Os locais de amostragem foram escolhidos baseados em dados de monitoramento
fisico-quimico gerados pela FEPAM ¢ conforme as caracteristicas de polui¢do
antrépica no curso do rio. As amostras de dgua foram coletadas no periodo entre Maio
de 2005 a Agosto de 2006 como mostrado na tabela 1. Trés pontos de amostragem
foram escolhidos na bacia, um de referéncia no rio Rolante — local SI121- e duas areas
contaminadas por residuos antropogénicos no rio dos Sinos — locais S1028 e SI008
(Figura 2). Os pontos amostrais sao denominados pelas iniciais do rio (SI) seguido

pela distancia em quilémetros da foz.
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e SI 121 (29° 34 53°° S and 50° 28’ 03 W) fica localizado no trecho superior
da bacia, proximo a cidade de Riozinho com 4406 habitantes. As principais
fontes de poluigio sdo atividades agricolas e pastagens de pequeno porte.

e SI1028(29°47° 53” Sand 51° 11' 24” W) fica localizado proximo a cidade de
Sapucaia do Sul com 122231 habitantes. As principais contribuigdes nesse
local incluem industria quimica de produgdo de agrotéxicos, dragagem de
areia e vérios curtumes.

e SI008 (29°52° 36" S and 51° 14’ 34” W) fica localizado préximo a cidade de
Canoas, com 326458 habitantes a jusante das instalagdes de uma refinaria de
petroleo. As fontes de poluigdo também incluem esgotos urbanos, mineragéo

de areia e navegagdo.

2.2. Procedimentos de Amostragem

As amostras de agua foram coletadas pela equipe de Amostragem da FEPAM de
acordo com o Standart Methods para o exame de 4guas e efluentes (APHA, 1992),
estocadas a 4°C por até quatro dias, sendo apds divididas em aliquotas ¢
acondicionadas em freezer a -20°C. Quarenta e oito horas antes do ensaio as amostras
foram descongeladas e esterilizadas em filtros de membrana Millipore com poros de
0.22pm. Para a extragdo dos compostos organicos foram coletados 20 litros de dgua

estocados de modo similar até os procedimentos de extragio.

2.3. Extracio de compostos organicos

As amostras referentes a VIl amostragem foram processadas para extragdo dos

compostos organicos pelo método seqiiencial por adsor¢do em resina Amberlite

UFRGS - BIRLIOTECA
INST. BIOCIENCIAR
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XAD-4, em pH natural, e apés em pH acido (pH 2.0) por adi¢do de HCI. A proporgdo
de 1 mL de resina por litro de amostra foi colocada em coluna cromatogrifica, lavada
com metanol e tratada utilizando os solventes metanol (CASRN, 67-56-1), éter etilico
(CASRN 60-29- 7), agua ultra pura e diclorometano (CASRN, 75-09-2) —no caso de
pH natural- ou etil-acetato (CASRN 141-78-6)-no caso de pH édcido- na proporgdo de
1:1:3:2. Ap6s, um fluxo de 100mL/min de &agua foi passado pela coluna
cromatografica e o excesso retido na resina removido com uma bomba a vacuo. Os
compostos orginicos foram eluidos usando os solventes metanol e diclorometano, no
caso de pH natural, e metanol e etil-acetato, no caso de pH acido, ambos na propor¢éo
de 1:3. A cluigdo em pH natural foi utilizada para extrair os compostos
moderadamente polares, enquanto a dcida resultou na extragao dos compostos polares.
A é4gua remanescente na amostra foi evaporada colocando os eluatos em dessecador
com silica, protegidos da luz, por 3-4 dias. A seguir os eluatos [oram concentrados em
rotavapor e a massa organica extraida foi quantificada. Para a realizagéo dos ensaios,
os volumes necessdrios dos extratos, natural/acido, foram transferidos para tubos de
ensaios na proporg¢do de 1:1 e secos com nitrogénio gasoso. Os extratos foram
ressuspensos em volumes apropriados aos ensaios de solvente dimetilsulfoxido

(DMSO- Riedel-de Haén, CASRN. 67-68-5), grau espectrofotométrico.

2.4. Ensaio Salmonella/microssoma

A atividade mutagénica e citotoxica das amostras foi avaliada através do ensaio
Salmonella/microssoma pelo método de pré-incubagdo (Maron & Ames, 1983;
Vargas ct al., 1993) para agua superficial e microssuspensdo (Kado et al., 1983,
Vargas et al., 1995) para os extratos orgénicos. Todas as amostras foram analisadas

com as linhagens TA98 ¢ TA100 de Salmonella typhimurium, que permitem detectar



155
156
157
158
159
160
161
162
163

164

165

166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

180

4
compostos mutagénicos causadores de erro no quadro de leitura e troca de pares de
base no DNA, respectivamente. Para uma investiga¢do mais detalhada, as linhagens
TA1535, TA97a e TA102 foram utilizadas no diagnostico das amostras da 111
amostragem (inverno). A linhagem TA 1535 detecta mutagdes do tipo substitui¢do de
pares de base; TA97a detecta agentes causadores de erros no quadro de leitura, sendo
mais sensivel a a¢@o de metais pesados (Pagano & Zeiger, 1992) e a linhagem TA102
detecta uma grande variedade de compostos mutagénicos oxidativos. Trés volumes de
agua superficial (1,0; 1,5 e 2,0 mL de amostra por placa) e seis diluigoes de extrato
organico (correspondente a 15,62; 31,25; 62,50; 125,00; 250,00; 500,00 mL de
amostra por placa) foram utilizados para a elaboragdo de curvas dose-resposta. A
citotoxicidade das amostras foi determinada através da linhagem TA98, por
semeadura de 100-200 células em meio nutriente.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata, em presenca e auséncia da fracdo
microssomal (S9) preparada a partir de figados de ratos Sprague-Dawley pré-tratados
com bifenila policlorada - Aroclor 1254 (adquirido em forma liofilizada da Moltox,
USA). Controles negativos (dgua destilada estéril ou solvente dimetilsulfoxido —
DMSO) e positivos (azida sodica -AZS, CASRN. 26628-22-8, Merck; irradiagdo UV
6xido de 4-nitroquinoleina - 4NQO, CASRN, 56-57-5 e 2- aminofluoreno- 2AF,
CASRN. 153-78-6, aminoantraceno -AA, CASRN 613-13-8, Sigma Chemical

Company) foram incluidos em cada ensaio de acordo com a linhagem utilizada.

2.5. Analise dos dados

As respostas foram consideradas positivas para mutagénese quando o nimero de

revertentes por placa apresentou o dobro ou mais do valor encontrado no controle

negativo ¢ curva dose-resposta positiva (p<0.05). Quando apenas um destes critérios
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8
foi observado a resposta foi considerada indicativa. A significincia estatistica das
curvas dose-resposta foi avaliada pelo programa SALANAL (Salmonella Assay
Analysis) versdo 1.0 of Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA. Os
resultados foram expressos em revertentes por mililitro de amostra (rev/mL). As
amostras foram consideradas citotdxicas quando a sobrevivéncia celular, em pelo
menos uma das dosagens, foi inferior a 60% quando comparadas com o controle

negativo (Vargas et al., 1993).

3. Resultados

A atividade mutagénica das dguas de superficie avaliadas através das linhagens
TA98 e TA100 na presenga/auséncia da fragdo de metabolizagdo hepatica (S9) estdo
apresentadas na tabela 2. A resposta mutagénica foi negativa para a maioria dos testes
realizados. Respostas indicativas foram cncontradas principalmente quando as
amostras foram submetidas ao sistema de metaboliza¢do indicando a presen¢a de
substancias genotoxicas de agdo indireta. Essas respostas ocorreram no inverno,
primavera e no outono.

Os resultados da investigacdo da terceiro amostragem através das linhagens
TA97a, TA1535 ¢ TA102 estdo apresentados na tabela 3. Respostas indicativas foram
observadas em todos os locais amostrados, principalmente na auséncia de
metabolizagdo. A avaliagdo com a linhagem TA1535 resultou em indicios de
mutagénese em todos os locais, entretanto, 0 nimero de rev/mL nesta linhagem
aumenta do local de referéncia (SI121) em diregdo a foz (SI008). A presenga de
compostos mutagénicos com agdo oxidativa (TA102) diretos (SI121) e indiretos
(SI008) foi detectada. sendo o potencial mutagénico do local SI008 mais elevado. A

aglio de metais pesados nas respostas mutagénicas ndo foi observada (TA97a). A



207  figura 3 mostra o somatério de respostas indicativas observadas para cada local
208 amostrado durante todo o periodo de estudo.

209 A agdo de substancias toxicas diretas foi observada em todos os locais
210  principalmente no outono (Figura 4). De forma geral, a adi¢cdo de S9 aos ensaios
211  aumentou a sobrevivéncia celular (Figura 5). As amostras da quarta amostragem
212  foram tbxicas somente na presenga de metaboliza¢do diminuindo a sobrevivéncia
213 celular a valores inferiores a 40% em todos os locais.

214 As andlises da terceira amostragem podem ser comparadas com as dos extratos
215  organicos de amostras obtidas em condigdes climaticas similarcs (Tabela 4 e Figura
216  6). Tal comparagdo permite investigar a contribui¢o de compostos orgénicos no
217 potencial mutagénico e citotéxico da dgua superficial. A extragio organica apresentou
218 elevada atividade citotdxica, sendo que nos locais SI028 e SI008 em auséncia de S9
219  atingiu valores de sobrevivéncia celular proximos a 5% (Figura 6). A andlise da
220  atividade mutagénica foi realizada nas dosagens ndo téxicas utilizando o modelo de
221  Bernstein et al. (1982), permitindo detectar indicios da agdo de compostos orgéanicos
222  mutagénicos apenas na presenca de S9 para troca de pares de base (Tabela 4). A
223  matéria orginica extraida (MOE) obtida das diferentes amostras resultou em maiores
224  concentragOes na extragdo de pH natural para o local SI121 e de pH acido para os
225 locais SI028 e SI008 (Tabela 5).

226

227 4. Discussio

228

229 A bacia hidrografica do rio dos Sinos inclui uma importante drea urbana, agricola e
230  industrial do estado sendo influenciada por diferentes tipos de polui¢@o ao longo de
231  seu curso. No trecho superior da bacia, proximo as nascentes, hd poucas fontes de

232 poluigdo representadas principalmente pela agricultura de pequeno porte. Nos trechos

UFRGS - BiﬂithTE(;:a
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médio e inferior, jd bastante alterados pelo intenso processo de urbanizagdo, existe
uma alta concentrag@o de varios tipos de industrias (metalargica, calgadista, quimica,
téxtil, alimenticias,celulose e papel, dragagem de areia, refinaria de petrdleo e
diversos curtumes). Os resultados do presente estudo refletem o impacto causado
pelas atividades antropicas nesse rio, mostrando a piora na qualidade das dguas com
um aumento de respostas toxicas e indicativas de mutagénese nos trechos médio e
inferior.

Do total de amostragens realizadas, 33% apresentaram citotoxicidade no curso
superior do rio, enquanto 50% e 83% nos trechos médio e inferior, respectivamente. A
ocorréncia de respostas mutagénicas indicativas nas linhagens TA98 e TAI100
seguiram o mesmo padrao, com 17%, 33% e 50% de freqiiéncia das nascentes a foz.

O impacto causado por diferentes ramos industriais tem sido reportado em estudos
com efluentes, dguas superficiais e sedimentos coletados em areas influenciadas por
tipologias industriais similares s encontradas na 4rea de estudo do presente trabalho.
Virios estudos detectaram a indugdo de mutagénese em Salmonella em areas com
influéncia industrial petroquimica (Vargas et al,, 1993; Vargas et al., 1995; Vargas et
al., 2008), téxtil (Mathur et al., 2005) e de curtumes (Tagliari et al., 2004; Horn et al.,
2004).

Outra fonte importante de poluigdo nesta bacia hidrografica ¢ o despejo de esgotos
domésticos que sdo compostos por misturas de substincias de variadas origens, as
quais também podem ser genotoxicas. Apesar de a potencia genotoxica de esgotos
domésticos ter sido descrita como bem menor do que muitos efluentes industriais
(White, 1996), o volume dessas emissdes oriundas de grandes centros urbanos sao
freqiientemente maiores do que o de origem industrial. White ¢ Rasmussen (1998)
relataram a relag@o entre a genotoxicidade de dguas suberﬁciais e a intensidade de

atividades humanas. De forma similar, em nosso estudo, os locais com maior
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contribui¢do industrial ¢ urbana apresentaram as respostas genotdxicas mais
freqiientes.

Apesar de muitos estudos investigarem os efeitos genotoxicos de efluentes
industriais ¢ urbanos, muitos deles ndo levam em consideragdo o comportamento
desses residuos apos serem liberados no ambiente. Os riscos a que os organismos
estdo expostos no ambiente receptor devem ser considerados, pois dependem da sua
toxicidade, das alteragdes pos-emissdo e das condigdes de exposigdo (Claxton et
al.,.1998 ). Dessa forma, o presente estudo permitiu verificar um possivel efeito
combinado das diferentes fontes poluidoras.

Quanto as diferentes amostragens avaliadas, respostas indicativas de atividade
mutagénica foram detectadas especialmente na terceira (inverno) e sexta (primavera)
amostragens. A terceira amostragem ocorreu durante o periodo de maior precipitagio
do ano nesta regido. A 4dgua proveniente da chuva é considerada uma rota importante
de contaminagdo das 4guas superficiais uma vez que lavam os solos ¢ a atmosfera
carregando substancias dessas matrizes para os rios (Holt, 2000). Este fendmeno,
aliado as baixas temperaturas do inverno, parece ser especialmente importante na
determina¢do da mutagenicidade das amostras provenientes do local SII21 que
apresentou indicios de mutagénese apenas nessas condigdes. O periodo da quarta
amostragem, usualmente o altimo més do ano de maior precipitagao, foi caracterizado
por condigdes climaticas anomalas na regido. A pluviosidade neste periodo ficou mais
de 50mm abaixo da normal climatolégica ocorrendo condigies semelhantes nos
quatro meses antecedentes (Fepam, 2007). Estes fatos causaram o decaimento do
nivel do lengol fredtico resultando em queda na vazédo do rio. De acordo com White e
Rasmussen (1998), um dos fatores que determinam o risco potencial dos efluentes
para o ecossistema e sua biota associada € a capacidade de dilui¢do do corpo hidrico

receptor. Logo, parece que a baixa disponibilidade hidrica atuou concentrando os
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contaminantes que devido & baixa vazdo ndo foram dispersos. O aumento de respostas
genotéxicas em periodos de baixa disponibilidade hidrica ja foi observado em
ambiente aquatico com influéncia industrial (Lemos & Erdtmann, 2000).

A auséncia de respostas toxicas e mutagénicas durante o verdo evidencia que
compostos  voldteis podem ter desempenhado um papel importante na
toxicidade/mutagencidade das aguas dessa bacia, uma vez que nesta estagdo foram
registradas as temperaturas mais elevadas. Esses compostos podem evaporar para a
atmosfera devido ao aumento na temperatura. Vargas et al. (1995), utilizando o ensaio
Salmonella/microssoma e uma metodologia de concentragdo de amostras,
evidenciaram a contribuicdo de substdncias voléteis na mutagenicidade das dguas do
rio Cai influenciadas por um complexo industrial petroquimico. Cetin et al. (2003),
em estudo quanto & concentragio de compostos orgénicos voléteis na atmosfera de
4reas industriais petroquimicas mostraram que ha uma variagdo sazonal significativa
desses compostos que sdo mais elevadas no verdo e outono e sugeriu que isto poderia
ser causado, em parte, devido ao aumento na evaporagdo de fontes fugitivas como
resultado da elevagdo das temperaturas.

As amostras da terceira amostragem, por terem apresentado maior nimero de
indicios de mutagénese em auséncia de citotoxicidade, foram escolhidas para uma
investigagio detalhada através das linhagens TA1535, TA102 e TA97a. O uso de
vérias linhagens prové informagdes acerca das classes de substincias mutagénicas
presentes nas amostras.

Compostos mutagénicos causadores de troca de pares de bases foram detectados
com as linhagens TA100 e TA1535, sendo que a primeira se mostrou mais sensivel na
presenca da fragdo S9, e a ultima na auséncia. Substancias mutagénicas diretas,
causadoras de substituicdes de pares de bases apresentaram um nimero crescente de

rev/mL no sentido dos locais mais impactados.

UFRGE -




311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335

336

13

A presenga de compostos mutagénicos de agdo oxidativa (TA102) gerou respostas
indicativas no ponto de referéncia, SI121 sem S9, ¢ no trecho inferior do rio, SI008,
em presen¢a de S9, podendo indicar a influéncia de compostos de origem diversa.

A contribuigdo de metais pesados na atividade mutagénica das aguas superficiais
ndo foi detectada através da linhagem sensivel, TA97a. Isto pode ter ocorrido devido a
capacidade dos sedimentos de concentrar metais. De fato, um estudo anterior
realizado nesta bacia evidenciou a relagdo entre a contaminagéo dos sedimentos do rio
por metais e resultados genotoxicos em amostras de dgua intersticial do mesmo. A
comparagdo genotéxica entre dgua superficial e intersticial nesse mesmo estudo
resultou em efeitos mais elevados na dltima (Vargas et al., 2001).

Indicios de mutagénese foram observados principalmente na auséncia de
citotoxicidade. Apenas 13% das amostras com respostas citotoxicas foram indicativas
de mutagénese em alguma linhagem indicando que respostas toxicas podem estar
mascarando o potencial mutagénico das amostras. A maioria das respostas toxicas foi
observada no curso médio e inferior do rio, onde a atividade industrial e urbana é mais
pronunciada. Cardozo et al. (2006) investigando a genotoxicidade e citotoxicidade de
amostras de édgua de pequenas bacias hidrograficas urbanas com o ensaio
Salmonella/microssoma e o teste do micronticleo em células de V79, concluiram que
a resposta citotoxica foi a principal em areas fortemente urbanizadas.

Conforme recomendado por Vargas et al. (1993), as amostras de dgua superficial
foram avaliadas sem fracionamento quimico prevenindo, assim, a perda ou alteragdo
das substdncias presentes. Entretanto, os autores ressaltaram que os contaminantes
mutagénicos geralmente ocorrem em pequenas concentragdes ou possuem alta
toxicidade, dificultando a sua detecgdio. Dessa forma, a associagdo de um método de
extragdo permite uma avaliagdo mais segura da genotoxicidade das amostras (Vargas

et al., 1995; Ohe et al., 2004). Seguindo esta recomendacdo, para melhor caracterizar
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14
essas amostras, foram utilizadas extragdes com resina do tipo XAD devido a sua
capacidade de adsorver uma ampla classe de compostos orgédnicos mutagénicos.
Assim, foi possivel detectar a contribuicdo de compostos orgénicos mutagénicos de
acdo indireta no curso superior e inferior da bacia, além de substincias altamente
toxicas na drea de maior contribuigdo antrpica. A quantidade de matéria orgénica
extraida mostrou uma predomindncia de compostos moderadamente polares (pH
natural) no SI121 e polares (pH dcido) no SI028 e SI008. Uma maior concentragédo de
matéria orgdnica extraida em pH é&cido ja foi descrito em areas urbanas onde a
citotoxicidade dos extratos também foi detectada nas maiores concentragdes (Cardozo
et al., 2006). Essas respostas toxicas foram observadas nas dreas intensamente
urbanizadas.

Apesar de a andlise das amostras individuais apresentarem apenas indicios de
atividade mutagénica, o estudo por um periodo prolongado, em diferentes estagdes do
ano, mostra a recorréncia desses resultados. O somatorio das respostas encontradas ao
longo do tempo € uma medida importante uma vez que diversos organismos aquéticos
estdio expostos continuamente a essas situagdes. A exposi¢do cronica a contaminantes
pode levar um organismo ao estresse fisiologico, o qual pode causar efeitos adversos
como redugdo no tempo de vida e menor fecundidade (Belfiore & Andreson, 2001).
Os resultados apresentados na figura 3 mostram piora na qualidade do rio em direcdo
a foz e o local SI 008 apresentando o maior risco de exposigdo prolongada. Terra et al.
(2008), estudando a qualidade das dguas dessa mesma bacia encontraram efeitos
toxicos agudos e cronicos dos sedimentos em Daphnia magna, e citotoxicidade em
células V79 da dgua superficial no local SI008. Este local também apresentou a maior
freqiiéncia de respostas mutagénicas e toxicas diretas e indiretas no presente estudo,

mostrando o impacto da crescente urbanizagdo e industrializagao.
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Umbuzeiro et al. (2001), propuseram niveis para a atividade mutagénica de
amostras de dguas naturais que foram aplicados por Ohe et al. (2004), em uma ampla
revisdo. De acordo com esta classificagdo, as amostras de dgua superficial do rio dos
Sinos sdo consideradas principalmente como possuidoras de mutagenicidade “alta” e
“extrema”, apresentando de 2500 a 5000, ou mais de 5000 rev/L, respectivamente.
Entre todos os dados analisados por Ohe et al. (2004), apenas 3-5% possuiam
mutagenicidade “alta” ou “extrema” nas linhagens TA98 e TA100. Essas aguas,
semelhante ao rio dos Sinos, eram contaminadas por industrias quimicas,
petroquimicas, refinarias de petroleo, derrames de oOleo, sidertrgicas, esgotos
domésticos ndo tratados e escoamento de pesticidas. Em um estudo anterior nessa
mesma bacia hidrografica, nosso grupo de pesquisa n@o detectou atividade
mutagénica através do ensaio Salmonella/microssoma, embora substancias
genotdxicas tenham sido detectadas através do ensaio de microtriagem por indugéo
lisogénica (Vargas et al., 2001). Entretanto, no presente estudo, além da ocorréncia de
respostas indicativas, as andlises das linhagens TA98 ¢ TA100 obtiveram 83% de
respostas “extremas” mostrando um decréscimo na qualidade dessas dguas.

Os resultados desse estudo mostram a necessidade de investigar a atividade
mutagénica de dguas superficiais por um periodo prolongado, cobrindo diferentes

condigdes climaticas, para uma avaliagdo de risco de exposi¢do mais precisa.

5. Conclusdes
* O ensaio Salmonella/microssoma permitiu a detec¢do de genotoxicidade nas
amostras do curso d’agua estudado sendo que a aplicagdo de diferentes linhagens

aumentou a sua sensibilidade;
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* O corpo hidrico estudado apresenta piora na qualidade de suas dguas que estdo
contaminadas por compostos classificados de mutagenicidade “alta” e “extrema”,
considerando critérios comparativos com a literatura mundial;

* O local influenciado por alta atividade urbana e industrial apresentou maior
freqiiéncia de respostas citotoxicas e indicativas de mutagénese, sendo estas tltimas
em maior nlimero nos ensaios com ativagdo metabdlica. Este local também apresentou
efeitos na maioria das linhagens testadas;

* A resposta toxica foi a mais pronunciada o que pode ter interferido na detec¢ao
de mutagenicidade;

* Os dados sugerem a influéncia das condigdes climéticas na resposta mutagénica.
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Tabela 1- Periodos de amostragem do estudo

Amostragem Data Estacdo Amostra de agua
I Maio/2005 Outono Superficial
11 Junho/2005 Outono Superficial
111 Agosto/2005 Inverno Superficial
v Dezembro/2005  Primavera Superficial
\% Fevereiro/2006 Verdo Superficial
VI Outubro/2006 Primavera Superficial
VI Agosto/2006 Inverno Extragdo organica

23
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Jn Fu Mar Ak N'i Jun Ago .. Dt Mow ez
mmsmPrecipitagdo (mm) em Porto Alegre no periodo 1931-1960
Precipitagao (mm) em Porto Alegre no periodo 1961-1990
Figura 1- Normais climatolégicas de precipitagao para os perfodos de 1931-1960 ¢ 1961-
1990 para Porto Alegre, usadas como referéncia para a bacia hidrografica do Rio dos

Sinos.
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Tabela 2 — Mutagenicidade de amostras de dgua superficial do rio dos Sinos pelo ensaio
Salmonella/microssoma para danos no DNA do tipo erro no quadro de leitura (TA98) e
troca de pares de base (TA100) na auséncia (-S9) e presenga (+S9) de ativagdo

metabolica.

TA98 TA100

Amostragem Local -S9 +59 - 59 +89

R revyvmL R rev/mL R rev/mL R rev/mL

QOutono S1121 - = & .
I S1028 - ' - T o
(05/2005)  SI008 - 4 " .

Outono  SII21 -' . & .

il si28 - ' -1 £ 52+16,08
(06/2005) SI008 - ' o a ol
Inverno  SI121 - + 491,15 - -
11 S1028 - . : <
(08/2005) S1008 - ' - -t + 1274354
Primavera SII21 - . ' . . I
v SI028 - o ) T
(122005) SI008 - ' 52213 . 5l
Verdso  SII21 - " " y
v S1028 - & " 5

(02/2006)  SI008 - y ) )

Primavera SI121 - - . .
VI 51028 - + 5,6+2.39 = -
(10/2006) S1008 - T = +7 1432678

R — Resposta final: - negativa, + indicativa, rev/mL — revertentes por mililitro de 4gua + desvio padrio;
T citotoxicidade detectada na linhagem TA98. Controle Negativo (agua destilada estéril): 25,9 + 6,92 (TA98 -
$9), 29,7 + 6,61 (TA98 + S9), 152,7 + 38,04 (TA100 — S9), 152,4 + 40,72 (TA100 + S9); Controle positivo:
4NQO (0,5ug/placa; TA98 — S9) 1488 + 36,00; 2AF (10ug/placa; TA98 + S9) 3000 + 747.24; AZS

(Sug/placa; TA100 — §9) 2505 + 878,51; 2AF (10pg/placa; TA100 + 89) 16483 + 595,67.
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Tabela 3 — Mutagenicidade da agua superficial da bacia hidrografica do rio do Sinos com

as linhagens TA1535, TA102 ¢ TA97a em amostras da III amostragem

TA1535 TA102 TA97a

Local R Rev/mL R Rev/mL R Rev/mL
SI121 + 1.5+0.64 - 27.1+11.01 -
S1028 + 1.7+0.86 . -
S1008 ;’_ 28+122 ot o

TA1535+ 89 TA102 + S9 TA97a + S9

R Rev/mL R Rev/mL R Rev/mL
SI121 - - -
S1028 - - -
S1008 - + 143.1 + 56.87 -

+S9 presenga de ativagdo metabolica; R - resposta final: - negativa, + indicativa; rev/mL — revertentes por
mililitro de dgua + desvio padrio; " citotoxicidade detectada na linhagem TA98. Controle negativo (dgua
destilada estéril): 7,5 + 0,71 (TA1535 - 89), 17 + 5,66 (TA1535 + §9), 410,5 + 30,40 (TA102 — §9),
544 5+ 60,10 (TA102 + S9), 74,5 + 23,33 (TA97a — 89), 185,7 + 67,28 (TA97a + 89); Controle positivo:
AZS (Spg/placa; TA1535 — 89) 1018 + 38,18 ; 2AA (2.5pg/placa; TA1535 + §9) 13703 + 415,21, UV (2
s; TA102 — 89) 2836 + 254,56; 2AF (10pg/placa; TA102 + S9) 5132 + 0,00 4NQO (0,5pg/placa; TA97a —

§9) 343 + 24,04; 2AF (10pg/placa; TA97a+ S9) 13203 + 171,76.
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Figura 3- Numero total de revertentes verificado pelo ensaio Salmonella/microssoma
para os locais estudados considerando todas as amostragens de agua superficial. Os

controles negativos ¢ positivos de cada linhagem estdio apresentados nas tabelas 2 e 3.
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Figura 4 — Porcentagens de sobrevivéncia celular no ensaio
Salmonella/microssoma em auséncia de ativagio metabdlica para amostras de

agua superficial do rio dos Sinos. Valores abaixo de 60% (linha traccjada) mostram

citotoxicidade.
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Figura 5 - Porcentagens de sobrevivéncia celular no ensaio
Salmonella/microssoma em presenga de ativagio metabélica para amostras de

4gua superficial do rio dos Sinos. Valores abaixo de 60% (linha tracejada) mostram

citotoxicidade.
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Tabela 4 — Comparag¢do da atividade mutagénica verificada em extratos orgénicos e agua superficial

do rio dos Sinos nas linhagens TA98 e TA100 pelo ensaio Salmonella/microssoma.

TA 98 TA 100
Amostragem | Site - S9 + 89 -89 + S9

R revyfmL{ R revimL{ R revimL{ R rev/mL

o Invemo | S1121 | - +  49+1.15]| - :

Superficial 111 e i ) )
P SI008 | -7 - T £ 1274354
SI121 - 2* - £ 22+0,67

Extrato Inverno S1 028 ot . T .
Orgénico VIl SI 008 K ) 1 R —

R — resposta final: - negativa, + indicativa; rev/mL — revertentes por mililitro de 4gua + desvio padrdo. ' citotoxicidade

detectada na linhagem TA98. Controle Negativo: ,-'\gua superficial (dgua destilada estéril) - 23,9 + 2,83 (TA98 - S9),

30,0 + 1,00 (TA98 + S9), 132,5 + 4,95 (TA100 - 89), 139,5 + 9,19 (TA100 + S9); Extato orgénico (DMSO) - 40,5 +

7,78 (TA98 —S9), 53 + 19,49 (TA98 + S9), 322 + 22,63 (TA100 — 89), 322,5 + 24,75 (TA100 + S9). Controle positivo:

Agua superficial - 4NQO (0,5pug/placa; TA98 — §9) 3000,0 + 747,24, 2AF (10pg/placa; TA98 + 5§9)2957 + 459,62 AZS

(Sug/placa; TA100 — $9) 1660 + 656,19; 2AF (10ug/placa; TA100 + S9) 1665 + 278,60; Extrato orginico- 4NQO

(0,5pg/placa; TA98 — 89) 148,8 + 36,00; 2AF (10pug/placa; TA98 + S9) 2976,0 + 1055,11 AZS (Spg/placa; TA100 —

S9) 727 + 168,29; 2AF (10ug/placa; TA100 + S9) 1648.3 + 595,67.



® Extrato organico- S9 = Aguasuperficial - S9
® Exirato organico+ S9 Agua superficial + S9

Sobrevivéncia (%)

Si121 SI028 S1008

Figura 6 — Comparagdo de porcentagens de sobrevivéncia celular no ensaio
Salmonella/microssoma entre extrato orgdnico e agua superficial de amostras do rio

do Sinos. (-89) auséncia ou presenca (+S9) de ativagdio metabdlica. Valores abaixo de 60% (linha tracejada)

mostram citotoxicidade. Menores valores apresentado.
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Tabela 5- Quantidade de Matéria Orgénica extraida (MOE) na VII amostragem

Lo MOE(g

pH Natural pH Acido >
SI121 1130 790 1920
S1028 810 4100 4910
SI008 1690 4190 5880






