MONITORAMENTO DO IMPACTO DE DEJETOS INDUSTRIAIS EM AMOSTRAS
DE AGUA DO RIO CAI ATRAVES DO TESTE SMART EM

Drosophila melanogaster

Viviane Souza do Amaral

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para a

obtencdo do titulo de Mestre em Genética e Biologia Molecular

Orientadora: Profa. Dra. Heloisa Helena Rodrigues de Andrade

Porto Alegre

2001
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O Sal da Terra

Anda, quero te dizer nenhum segredo, falo nesse chio da nossa
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semelhante, nem por isso quero me ferir

Vamos precisar de todo mundo, para banir do mundo a
opressdo, para construir a vida nova vamos precisar de muito
amor, a felicidade mora ao lado, e quem ndo é tolo pode ver

A paz na Terra

O pé na Ierra

O Sal da Terra

Terra, és o mais bonito dos planetas, estdo te maltratando por
dinheiro, tu que és a nave nossa irmd

Canta, leva a tua vida em harmonia e nos alimenta com seus
frutos, tu que és pro homem a magd

Vamos precisar de todo mundo, um mais um é sempre mais que
dois

Pra melhor juntar as nossas forgas é so repartir melhor o pdo
Recriar o paraiso agora, para merecer o que vem depois

Deixa nascer o amor

Deixa fluir o amor

Deixa crescer 0 amor

Deixa viver 0 amor

O Sal da Terra

Beto Guedes/Ronaldo Bastos
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos (i) avaliar a validade do emprego do
teste SMART, em Drosophila melanogaster, como indicador da contaminacéo de
amostras de agua superficial associada a misturas complexas, (ii) detectar a atividade
téxico-genética de dejetos industriais, langados no rio Cai, empregando o cruzamento
aprimorado. Dentro desta perspectiva, pretendeu tambem (i) comparar os dados
obtidos para as amostras sob influéncia de despejos industricis com aqueles
previamente observados para amostras sob influéncia de dejetos de origem urbana,
provenientes das cidades de Montenegro e Sao Sebastido do Cai (Silva., 1999).

Na fentativa de avaliar a genotoxicidade, associada ao curso final do rio Cai,
foram selecionados os seguintes pontos de coleta de despejos industriais: Km 18,6 -
situado na foz do arroio Bom Jardim, proximo a drea de disposicdo do efluente final
liquido e da drenagem das dreas de disposicdo dos residuos solidos do complexo
industrial - e Km 13,6 - no canal da bacia de acumulacdo e seguranca 7 do pdlo
industrial. Neste ensaio genético, cada amostra industrial foi administrada as larvas de
terceiro estagio em duas diluicdes (25% e 50%), bem como na sua forma crua (100%) -
sendo avaliados um fotal de 40 individuos por amostra por concenfracdo, totalizando a
andlise de 11.712.000 células por amostra. Foram utilizados dois controles negativos, o
contfrole de campo — representado pela nascente de um riacho locadlizada em uma
drea conservada com fraca agdo antropica e préxima aos ponfos do rio — assim como
o diluente agua destilada.

Uma vez que as frequéncias das diferentes categorias de manchas ndo foram

significantemente superiores Aaguelas observadas nos contfroles negativos  (Ggua



destilada), os pontos Km 18,6 e Km 13,6 foram caracterizados como destituidos de
acdo genotdxica nos trés meses de coleta : marco, junho e setembro. Estes achados
sugerem que, nas condicdes experimentais empregadas, 0s dejetos de origem
industrial ndo foram capazes de induzir lesdes do tipo mutacdo génica, cromossdmica,
assim como eventos relacionados com recombinacdo mitdtica. Por outro lado, a
comparagcdo dos dados obtidos no presente estudo com os observados por Silva (1999)
para dejetos urbanos, revelou a validade do emprego do teste SMART como uma
feramenta para deteccdo de contaminagdo ambiental. De fato, as amostras urbanas
referentes aos meses de marco (Km 52, 78 e 80) e setembro (Km 52) — coletadas
concomitantemente com as de origem industrial — foram diagnosticadas como
indutoras de aneuploidias e/ou de grandes delegcdes cromossdmicas. As poténcias
genotdxicas medias estimadas mostraram que o Km 80 foi o local com o maior grau de
genotoxicidade - seguido pelos Km 78 e 52 — que apresentaram poténcias
semelhantes.

Considerando os resultados obtidos, em cinco pontos situados ao longo do curso
final do rio Cai, conclui-se que 0s prejuizos causados pelos dejetos urbanos podem ser
1Go ou mais nocivos que os iImpostos pelos de origem industrial — especialimente em

func@o de seu grande volume de lancamento.



ABSTRACT

The objectives of the present study were (i) to evaluate the sensibility of the SMART
test in Drosophila melanogaster as a monitor system of surface-water contaminations
associated to complex mixtures, (i) to detect the genetic toxicity of industrial waste
discharges in the Cai river — by using the high-bioactivation cross and (iil) to compare the
data obtained from the water samples subjected to the influence of industrial wastes with
those observed for samples under the influence of untreated urban discharges from SGo
Sebastido do Cai and Montenegro cities (Silva, 1999).

For the assessment of the genotoxicity in the lower course of Cai river water
samples were collected in 2 industrial waste disposal sites: Km 18.6 — located in the
mouth of Bom Jardim brook, which flows through the treated liquid industrial effluent
disposal area and is also affected by solid waste disposal areas of the industrial complex
drainage — and Km 13.6 — in the mouth of a channel that drains a safety and
accumulation Basin (B7) from the industrial Pole. In the SMART assay each sample was
administered to 3 stage larvae in two dilutions (25% and 50%) as well as a crude
sample (100%).

A total of 40 individuals/samples/concentration were evaluated, which means an
overall 11.712.000 cell/sample analysed. Two negative contfrols were used:. a field
negative control — a creek spring situated in a protected area with almost no
anthropogenic influence next to the river sites — and a laboratory negative control
(distilled water).

Since no statistical difference was found for the frequencies of the different
categories of spot, between the samples sites and their respective negative controls, sites

Km 18.6 and Km 13.6 were characterized as destitute of genotoxic action in the three



collection months: March, June, and September. This means that, with the experimental
conditions used, the industrial wastes induced neither point or chromosomal mutation,
nor events related with mitotic recombination. On the other hand, the comparison
between the data obtained in the present study with those observed by Siva (1999),
concerning urban wastes, showed the value of the SMART assay as a tool for the
detection of environmental contamination. In fact the urban samples - simultaneously
collected with the industrial ones — were able to induce aneuploidies, as well as large
chromosomal deletions. The estimated genotoxic potencies were higher for Km 80,
followed by Km 78 e 52 — which have similar potencies.

Taking into account the results observed for five different sites located in the lower
course of Cai river, the SMART assay results lead to the conclusion that urban wastes may
be as polluting as or even more polluting than industrial ones — especially because they

are discharged in large volumes.



1. INTRODUCAO

Ao longo das rés Ultimas décadas, a comunidade cientifica e as agéncias de
confrole ambiental conscientizaram-se dos riscos que sGo Impostos aos ecossistemas e
a saude humana, pela exposicdo, em longo prazo, a agentes contaminantes.
Mudancas climaticas, diminuicdo da camada de ozbnio, eutfrofizacdo das aguas,
assim como acidentes quimicos e radioativos foram alguns dos sinais de alerta que
incentivaram o desenvolvimento de programas voltados para o monitoramento
ambiental da toxicidade genética associada aos sistemas bioldgicos.

Outro aspecto a ser considerado, dentro do contexto da poluicdo ambiental,
relaciona-se com a diminuicdo da biodiversidade e da variabiidade genetica das
populacdes naturais em funcdo das afividades humanas associadas O urbanizacdo,
agricultura e industria. Embora diversos fatores estejam envolvidos na perda da
diversidade geneética, a contaminacéo quimica do ambiente - incluindo exposicdes
crénicas das populacdes ou efeitos imediatos e agudos, como deramamentos de dleo
- esta estreitamente ligada ao declinio ou ao desaparecimento de muitas populacdes
(Bickham, ef al., 2000).

De fato, em nivel molecular, os agentes mutagénicos interagem com o DNA das
células somdticas, causando lesdes que podem alterar as células ou os tecidos,
contribuindo de maneira significativa para o aparecimento de uma série de doencas
genéticas (Bridges et al., 1990; Karsten e Krypsin-Sorensen, 1988; Kirkwood, 1989; Fearon
e Vogelstein, 1990). Desta forma, mutacdes e/ou alteracdes gendmicas somdaticas
acabam por interferir sobre a variabilidade genetica das populacdes, por alterarem

parémetros relacionados tanto com o sucesso reprodutivo, como com a taxa de



mortalidade das especies. Podem tambem promover mudancas nas frequéncias
alélicas ndo apenas por selecdo de um loco que confere resisténcia a ambientes
poluidos, mas fambém pela fixacdo, em pequenas populacdes, de alelos deleterios. A
exemplo do que acontece com as células somdticas, fambém as germinativas sofrem
0s mesmos tipos de alteracdes geneticas, que interferem igualmente sobre o sucesso
reprodutivo e o declinio da populacdo e que culminam por atuar sobre 0 pProcesso
evolutivo. Desta forma, os poluentes ambientais induzem efeitos tdxicos, em nivel
molecular, ac mesmo tempo em que desencadeiam uma cascata de respostas, que
inclui alteracdes: em células e tecidos somaticos — associadas a doencas geneticas —
nas freqUuéncias alélicas, no sucesso reprodutivo € no tamanho populacional -
relacionadas tfanto com mutagdes somdticas quanto germinativas. Este conjunto de
respostas a contaminacdo ambiental pode, finalmente, interferir sobre o processo
evolutivo, levando, em casos extremos, a extincdo das populacdes (Figura 1) (Bickham

et. al., 2000).

1.1. Influéncia Industrial

O lancamento de efluentes industriais nos corpos hidricos impde um significativo risco
aos ecossistemas, ndo apenas pelo volume de descarga dos dejetos, mas
principalmente pela sua composicdo quimica. Esta situacdo agrava-se no momento
em que sdo lancados residuos confendo diferentes toxinas, que interagem entre si
formando misturas complexas com caracteristicas especificas — uma vez que estas
interacdes podem aumentar sinergistcamente o potencial genotdxico (Vargas et al.,
2001). Em razdo da natureza complexa destas misturas, diferentes bioensaios in vitro, in

vivo e in sifu - que detectam mutacdes génicas, mutacdes cromossdmicas e
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populacdo e, em condi¢cdes extremas, a extingdo da populagdo (Bicknam et al., 2000).



recombinacdo mitdtica, assim como reparo induzido por danos no DNA - vem sendo
utilizados como ferramentas para 0 monitoramento do risco imposto pelos dejetos
industriais, permitindo um diagndstico mais amplo da qualidade dos corpos d'adgua
associados a estes despejos (Houk, 1992).

Dentre 0s ensaios mais empregados para a avaliacdo da genotoxicidade
associada a dejetos de origem industrial destaca-se o teste de Ames em Salmonella
fyohimurium (McGeorge et al., 1985; Houk, 1992; Vargas et al., 1993; Vargas et al.,
2001). A ufilizagcdo deste bioensaio, em diferentes abordagens experimentais,
evidenciou gue despejos oriundos de diferentes tipos de industrias apresentam um
espectro de resposta mutagénica varidvel, dependente do tipo de produto processado.
Quando se consideram todos os tipos de efluentes industricis avaliados, as poténcias
mutagénicas distibuem-se dentro do intervalo compreendido entre 10 a 10'?
revertentes por litro de amostra. De fato, dejetos que induzem valores iguais ou
superiores a 10'? revertentes por litro impdem um grave risco aos ecossistemas.
Entretanto, os incluidos no extremo inferior do espectro (10° revertentes/l), sdo
considerados como tendo um baixo risco como indutores de mutacdes génicas. Ao
mesmo fempo, a associacdo entre poténcia mutagénica e composicado dos efluentes
originados por cada industria revela que as empresas responsaveis pela producdo de
furazolidona e nitrofurfural sGo as que contribuem com os maiores indices de poténcia
mutagénica, seguidas das refinarias de petrdleo, industrias de forja, de producdo de
compostos orgdnicos e de residuos gerados por fornalhas de coque (Figura 2).

Outro ponto relevante a ser considerado relaciona-se com a avaliacdo da
toxicidade genetica associada a diferentes categorias de efluentes industriais — onde
sdo incluidas industrias de corantes, resinas, compostos orgdnicos e petrdleo. De fato,

observou-se que as empresas produtoras de corantes e de compostos organicos — a
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Figura 2: Poténcias mutagénicas obtidas pelo Teste de Ames
(revertentes por litfro de efluente), de acordo com Claxton ef al.,
1998, baseado em Houk, 1992,




despeito de estarem incluidas na categoria moderadamente mutagénica - sdo as
principais responsaveis pela emissdo de efluentes genotdxicos, contribuindo com,
respectivamente, 84% e 72% das respostas positivas obtidas através do teste de Ames
(McGeorge et al., 1985; Claxton et al., 1998) (Grdfico 1). Este bioensaio também foi
utilizado para investigar o potencial genotéxico do lago Taihu (China), que recebe
constantes descargas de dejetos industricis. Dos quatfro pontos analisados, frés
apresentaram resposta positiva na cepa TA98, em presenca ou auséncia da fracdo S9.
Una vez que a andlise dos dados obtidos com a cepa TAI00 ndo foram
estatiscamente significantes, os aufores concluiraom que a toxicidade genética
observada estd  predominantemente  associada a mutacdes ponfuais  por
deslocamento no mdédulo de leitura. Embasamento para esta premissa foi fornecido
pelos dados obtidos no teste Ara (Arabinose Resistance Test), utilizando estas mesmas
amostras (Shen et al., 2001).

Este padrdo de resposta ndo parece estar restrito a um Unico tipo de bioensaio,
uma vez que a avaliacdo da genotoxicidade de 42 efluentes de uma série de industrias
ndo afins, evidenciou que as empresas produtoras de corantes e compostos orgdnicos
foram as que mais contribuiram para a genotoxicidade associada a inducdo de reparo
indutor de erro, evidenciada pelo Cromoteste SOS (White et al., 1996; Claxton et al.,
1998).

E também importante enfatizar que, a despeito da ampla distribuicdo do
espectro mutagénico de diferentes industrias, efluentes de empresas que produzem
produtos afins induzem valores de poténcia mutagénica que diferem em apenas uma
ordem de magnitude o que, na maioria das vezes, pode ser atfribuido a uma classe

especifica de composto quimico (Houk, 1992; Claxton et al., 1998).



Grdfico 1: Nimero de pontos de coleta para cada tipo de
efluente, evidenciando resposta mutagénica positiva ou
negativa no Teste de Ames, de acordo com Claxton ef al.,
1998, baseado nos dados de McGeorge et al., 1985.



Adicionalmente, testes especialmente delineados para a detecgdo de eventos
associados com perda de cromossomos inteiros ou delegcdes de fragmentos
cromossdmicos, foram aplicados para a avaliacdo da agdo genotdxica de amostras
de corpos d'dgua sob a influéncia de despejos industriais. De fato, independente do
fipo de organismo experimental empregado, Alium cepa, Rana clamitan ou Bufo
americanus - os efluentes provenientes das industrias quimicas, metallrgicas,
petroquimicas, téxteis e de celulose induziram aumentos significativos nas frequéncias
de eventos associados a clastogénese e a aneugénese (Nielsen e Rank, 1994; Ralph e
Petras, 1998).

Um parémetro adicional, que detecta a inducdo de trocas enfre cromdtides-
irmas (SCE), foi incluido na avaliacdo de dreas que estdo sob impacto de dejetos
industriais. Amostras de dgua do rio Salzach (Austria) - que recebem efluentes de
industrias petroquimicas, de papel e de aluminio - foram avaliadas, atravées dos testes
de micronulcleos e de aberracdes cromossémicas em metdafase, utilizando cultura de
células de hepatdcito de rato. Os dados obtidos revelaram que a toxicidade genética
das amostras distribui-se dentro de uma curva de dose-resposta, dependente do tipo
de ensaio empregado. Desta forma, foram observadas respostas positivas quanto a
inducdo de SCE nas concentragcdes de 0,1%, 1% e 100%, enquanto que os
incrementos nas frequéncias de micronucleos e de aberracdes cromossdmicas foram
estatisticamente  significantes somente na concentragdo mais alfa (100%). A
comparacdo entre os dados obtidos afravés destes bioensaios mostrou que o teste
para deteccdo de SCEs € o melhor indicador da genotoxicidade de dejetos de origem
industrial, seguido pelo de micronlcleos € de aberacdes cromossdmicas, que
mostraram uma  sensibilidade similar. O conjunto destas observacdes enfatiza a

importéncia de que sejam avaliados diferentes pardmetros genéticos, para que possa



ser fracado um quadro completo sobre a toxicidade genetica, j&@ que as respostas
obtidas estdo diretamente vinculadas a composicdo quimica das amostras ambientais
sob a influéncia de despejos industriais (Eckl, 1995).

Com o objetivo de estimar o risco genético imposto ao ambiente pelos
poluentes industriais, diversos sistemas de deteccdo de genotoxicidade, baseados na
resposta de vegetais, estdo sendo empregados para a avaliagdo de misturas
complexas - incluindo o teste de micronlcleos (MCN) e o ensaio de aberacdo
cromossdmica em ponta de raiz de Allium cepaq, Vicia faba e Tradescantia paludosa
(Duan et al., 19990). A principal vantagem, em comparacdo com oOs tfestes
citogenéticos em culturas de células de mamiferos e os ensaios de mutagenicidade
em bactérias, reside no fato de que as plantas podem ser expostas diretamente ds
amostras, sem envolver qualquer processo de filtragcdo ou de concentfracdo (Steinkellner
etal., 1999).

O enscio de micronlcleos em Vicia faba foi utilizado para determinar a
genotoxicidade de amostras de agua coletadas nos rios Kui e Xiaoging (China). Os
resultados revelam a genotoxicidade inerente a todos os pontos de coleta. O grau de
poluicdo encontrado, nos diferentes pontos ao longo do rio Kui, estd associado com os
dejetos de diferentes tipos de indUstrias. Entretanto, a amostra que induziu um maior
aumento na freqiéncia de micronucleos estd localizada préoxima G descarga de uma
industria de plasticos (Ji et al., 1999). Em relacdo ao rio Xiaoqing, as amostras induziram
fortes respostas positivas — inclusive na concentragdo mais baixa (25%) - 0 que aponta
para alfos indices de poluicGo ambiental. As principais fontes de contaminacdo
associadas a este rio sdo provenientes das industrias de compostos quimicos, couro,
papel e corantes (Miao et al., 1999). Esta mesma metodologia evidenciou a toxicidade

genética de 12 pontos costeiros, distribuidos ao longo do lago Dianchi (China), que



recebe lancamento de efluentes industriais. Ainda que tenha sido demonstrado que
estes efluentes induzem eventos genotdxicos, as amostras coletadas na estacdo de
seca mostraram uma maior poténcia do que as coletadas durante a estacd&o chuvosa,
em funcdo da maior concentracdo de toxinas presentes no periodo de escassez de
chuvas (Duan et al., 1999q).

Através do bioensaio de micronlcleos em Tradescantia, foi possivel determinar
0s niveis de poluicdo de trés rios que passam pela cidade de Fuzhou na China. Todas
as amostras de adgua analisadas induziram niveis significativos de microndcleos, quando
testadas na sua forma ndo diluida. Enfretanto, os rios apresentaram graus de
contaminacdo diferentes. A origem da poluicGo € afribuida, principalmente, a
presenca de industrias que lancam seus rejeitos diretamente nos rios (Zeng et al., 1999).
Este mesmo ensaio foi utilizado para avaliar amostras provenientes dos dois principais
rios da Austria — DanUbio e Salzach - demonstrando a auséncia de subst@ncias com
potencial clastogénico nestas amostras, que estdo sob influéncia de despejos industriais
(Steinkeliner et al., 1999).

O teste para verificacdo de mutacdo nos pélos estaminais de Tradescantia (Trad-
SHM), foi empregado, concomitantemente com o de micronucleos (Trad-MCN) para
avaliaogcdo da genotoxicidade de amostras de dgua dos rios Panlong e Lijang (China).
Em amibos os ensaios foi possivel observar um aumento da resposta genotdxica, que se
restringiu a dois pontos amostrais sob influéncia de despejos industriais. Além disto,
através dos resultados obtidos com o Trad-MCN — gue se mostrou mais sensivel para a
andlise destas amostras — foi verificado um maior aumento na genotoxicidade nos
pontos a jusante, em relacdo aos localizados a montante no rio Panlong, em funcdo do
crescente acumulo de poluentes gerados pelas descargas industriais lancados no seu

curso (Duan et al., 1999b; Jiang et al., 1999).



O teste para inducdo lisogénica em E. coli, que possibilita a andlise de uma
variedade de danos geneéticos, especialmente lesdes originadas por quebras de DNA,
revelou a toxicidade genética associada a 14 efluentes, oriundos de diferentes fipos de
industrias norte-americanas - petfroquimica, farmacéutica e de pldstico (Houk e
DeMarini, 1988). Dentro deste mesmo enfoque, foi avaliada a genotoxocidade de
amostras de agua superficial e intersticial, assim como de sedimentos do rio dos Sinos
(RS, Brasil) - atravées do método direto ou de fracionamento - que estdo sob a influéncia
direta de descargas de industrias metallrgicas, quimicas, téxteis, de alimentos, couro e
calcados. As respostas obtidas evidenciaram a presenca ou o indicativo de
genotoxicidade, pelo menos em uma amostra de cada sitio analisado - que foi
atfribuida a metais pesados e a compostos orgdnicos, presentes nas fracdes polares e
ndo-polares (Vargas ef al., 2001).

Ainda utilizando o sistema de fracionamento, foi avaliado o potencial genotdxico
de cinco fragdes, quimicamente caracterizadas, de uma serie de efluentes de origem
industrial, que sdo lancados na agua do rio Labe (Republica Tchecaq). Estas amostras
foram testadas através do teste de Ames, visando analisar 0 seu potencial como
indutoras de mutacdes génicas. Observou-se que as fracdes polares - bdsicas e acidas
- causaram acrescimos significantes nas frequéncias de mutacoes pontuais, distribuidas
dentro de uma curva de dose-resposta. Entretanto, quando se consideram os efluentes
finais, ndo fracionados, sdo obtidos valores de poténcia mutagénica superiores aqueles
encontrados para as amostras fracionadas. Assim, pode-se inferir que as substancias
presentes nas amostras cruas inferagem entre si, exercendo um efeito sinergistico — e,
portanto, o sistemna de fracionamento ndo reflete o real impacto causado pelos
mutagénicos sobre os ecossisternas. Porém, as fragdes, assim como as amostras cruas,

ndo induziram aumentos significativos nas frequéncias de mutacdes do tipo quebra,



cromossdmicas ou cromatidicas, evidenciando que a toxicidade genética inerente a
estas amostras relaciona-se, basicamente, com a presenca de substGncias com
potencial mutagénico (Cemd et al., 1996).

Respostas semelhantes quanto a genotoxicidade de fragcdes liquidas e fragdes
associadas a0 matéria particulada - de 50 efluentes industriais, provenientes de 42
diferentes linhas de producdéo - foram obtidas afravés do Cromoteste SOS.
Aproximadamente 48% dos extratos testados induziram a fungdo SOS, havendo uma
diminuicdo no numero de respostas positivas com a adicdo da fracdo S9. Alem disto, a
maior contribuicdo para a resposta genotoxica observada foi relacionada as particulas
em suspens@o, que mostraram ser quatro vezes mais potentes do que as fragdes
liquidas. Os dados sugerem que as industrias de papel e celulose langcam uma grande
quantidade de genotoxinas sollveis, enquanto que as refinarias de petrdleo e de
aluminio liberam, predominantemente, substéncias genotdxicas associadas as

particulas em suspensdo (White et al., 1996).

1.2. Pélo Petrogquimico do Sul

Uma drea verde de 3.600 hectares no municipio de Triunfo, a 52 quildmetros de
Porto Alegre, abriga o Pélo Petroquimico do Sul. Implantado no inicio dos anos 80, opera
a cenfral de matérias-primas e oito industrias de segunda geracdo. Este complexo
industrial produz cerca de 40% do eteno consumido no Brasil, com capacidade de
producdo de 1.135.000 toneladas por ano. Alem do eteno, a empresa produz propeno,
butadieno, benzeno, tolueno, xilenos, o que perfaz uma produgdo de cerca de 3
milhdes de toneladas anuais de produtos petrogquimicos. As empresas que constituem

este complexo mantém programas proprios de gestdo dos rejeitos industriais, visando a



manutencdo dos ecossisternas associados ao Polo Petroquimico. Os efluentes liquidos e
os residuos sdlidos, depois de fratados internamente, sGo enviados para unidades
centralizadas de tratamento adicional e disposicdo (Copesul, 2001).

O Sistema Centralizado de Controle de Residuos Solidos — SICECORS - €
responsavel pela coleta, fratamento e disposicdo dos dejetos sélidos gerados pelas
industrias do Pdlo. Enquanto que os efluentes liquidos pré-tratados chegam ao Sistema
Infegrado de Tratamento de Efluentes Liquidos (SITEL) em duas correntes: orgdnica e
inorgdnica, os dejetos orgdnicos necessitam de fratamento mais complexo, passando
tanto por etapas fisico-quimicas quanto por procedimentos bioldgicos — que incluem
trés tipos diferenciados de tratamentos, designados como primdrio, secunddrio e
tercidrio (Figura 3) (Copesul, 2001).

No tratamento primdrio sGo eliminados, iniciaimente, materiais grosseiros e
flutuantes, através de gradeamento e, em seguida, sdo separados os dleos e a areia.
Em um segundo momento, os efluentes sdo encaminhados & bacia de equalizagdo,
com o objetivo de amortecer as variagdes de fluxo decorrentes do regime de trabalho
das industrias, homogeneizando os despejos e reduzindo possiveis diferencas na sua
constituicdo. Apods esta etapa, a materia orgénica € eliminada atraves do frafamento
bioldgico secunddrio, denominado “lodo atfivado”. Neste processo, a matéria organica,
suspensa em liguido, serve como meio de cultura para o crescimento de
microorganismos — que a utilizam como alimento. Em seguida o liquido, em principio
livie de componentes orgdnicos, passa para os decantadores, sendo clarificado pela
acdo da gravidade. Finalmente, € encaminhado para o tratamento tercidrio — que
inclui um conjunfo de oito lagoas de estabilizacdo, dispostas em serie, com tempo de

contencdo de oitenta dias (Copesul, 2001).
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O frafamento do efluente inorgdnico consiste, basicamente, de uma bacia de
equalizacdo, com capacidade para 10.300 m®, que recebe o efluente inorgdnico
proveniente das industrias. Apds este processo, o despejo € bombeado, em conjunto
com o efluente orgénico tratado, para as lagoas de estabilizacdo onde atinge a
qualidade requerida pelos padrdes de protecdo ambiental. O efluente final resultante &
disposto sobre o solo atraves de aspersores e tubulacdes perfuradas, de forma
contfrolada, favorecendo a acdo dos processos naturais, © que diminui a quantidade
de liguidos a penetrar no solo e evita a contaminacdo do lencol fredtico (Figura 3)
(Copesul, 2001).

Poréem, mesmo com esta gama de tratamentos dos dejetos industriais, hd a
possibilidade de que alguma fracdo dos componentes toxicos seja liberada para o
ambiente. Por essa razdo, a qualidade das aguas superficiais da regido € monitorada
atraves de programas de amostragem e andlise, realizados no Rio Cai, no Arroio Bom
Jardim, nas bacias de acumulacdo e seguranca, no Terminal Santa Clara e nos lotes
de disposicdo de cinzas. As aguas subterdneas sdo avaliadas semestralmente, atraves
da andlise de amostras, coletadas em mais de 100 pocos, que captam agua do
lencol fredtico a uma profundidade meédia de 10 metros. Estas andlises incluem

parametros fisico-quimicos, bioldgicos, toxicos e mutagénicos (Copesul, 2001).

1.3. Rio Cai

Situado no Estado do Rio Grande do Sul, e integrante da Bacia do Guaiba, o rio
Cai percorre uma drea de 5.057,25 Km?, o que corresponde & cerca de 1,8% do

teritdrio rio-grandense. Ao longo do seu curso estdo situados 41 municipios, habitados



por aproximadamente 385.000 pessoas, que representam 4% da populagdo total do
Estado. Percorre dreas que estdo sob influéncia tanto de centros urbanos, como de
afividades associadas a agricultura, pecudria e industria. Os ramos mais representativos
do setor industrial da regido sdo o metal-mecdanico, coureiro-calcadista, assim como as
industrias alimenticias que incluem frigorificos, abatedouros, fdbricas de bebidas e
conservas. As industrias de matérias pldsticas e de artigos téxteis concentram-se, nos
municipios de Triunfo (onde situa-se o Polo Petroquimico) e de Caxias do Sul. Estima-se
que, ao longo de todo o curso do rio Cai — superior, meédio e inferior - a vazao de
langcamento de dejetos, associados as atfividades industriais, € de 31.640,81 m?® por diq,
perfazendo um fotal de 690.360,20 m® por més (FEPAM/GTZ, 1997).

O curso inferior do rio Cai caracteriza-se, economicamente, pela pecudria e
cultivo de arroz, assim como por industrias de grande porte, como € o caso do Pdlo
Petroquimico. As cidades de Montenegro e de S&o SebastiGo do Cai concenfram
atfividades relacionadas, basicamente, com peqguenas industrias. Adicionalmente,
nestes dois Ultimos municipios, os esgotos cloacais sdo ligados O rede de esgotos
pluviais, sendo lancados diretamente nos cursos d'agua a eles associados. Desta forma,
este € o segmento do rio que mais recebe lancamentos de efluentes de pequenas e
grandes industrias e onde hd maior despejo de esgotos domeésticos ndo fratados. Em
funcdo desta ampla gama de despejos industriais e urbanos, © controle da qualidade
das dguas do rio Cai tem sido assunto de grande preocupacdo por parte tanto das
comunidades locais quanto das empresas da regido (FEPAM/GTZ, 1997).

O rio Cai vem sendo alvo de uma série de estudos que procuram identificar a
presenca de substancias genotéxicas, especialmente no seu curso final, em funcdo da
influéncia exercida pelo Pdlo Petroguimico do Sul. O primeiro, redlizado em 1983,

avaliou uma série de pontos de amostragem dentro do complexo industrial - bacias de



acumulacdo e seguranca, efluentes industriais, areas de extravasamento de dguas do
parque industrial, bem como os arroios Canal Sul, Norte e o arroio Bom Jardim. Utilizando
o teste Salmonella/microssoma, como metodo de friagem, foram obtidas respostas
positivas na maioria dos sitios de coleta, evidenciando a presenca de substancias
mutagénicas na drea de influéncia do Complexo Petroquimico (Vargas ef al., 1988). De
posse destes dados, foram delineadas novas abordagens € metodologias, visando
obter respostas mais completas e precisas sobre o impacto causado pela presenca de
agentes genotdxicos ao longo do curso do rio Cai.

Em adicdo ao teste de Ames, o ensaio de inducdo lisogénica e vdrios bioensaios
em Saccharomyces cerevisae, que detectam muliiplos eventos genéticos, foram
empregados para obter informagdes mais abrangentes referentes ao impacto causado
por despejos industriais. O teste Salmonella/microssoma evidenciou a acdo mutagénica
dos diferentes pontos amostrados, ao mesmo tempo que permitiu delimitar o espectro
de respostas positivas, compreendido entre o ponto a montante até o local a jusante
do parque industrial: Km 24,1 (6%), Km 18,6 (25%), Km 13,6 (42%). Km 13,3 (15%) e Km
10,6 (12%). Estes valores de poténcia mutagénica mostram que os locais de coleta Km
18,6, 13,6 e 13,3 sdo 0s que induzem uma maior mutagenicidade - estando
localizados proximos as areas de disposicdo do efluente liquido, bacias de acumulacdo
e seguranca da drenagem pluvial, assim como ao Canal Sul (Vargas, 1992). A andlise
redlizada por Vargas et al., (1988), nesta drea interna do complexo, evidenciou que a
contaminacdo estd diretamente vinculada a substdncias que induzem substituicdo de
pares de bases e/ou erro no quadro de leitura. O ensaio de microtriagem por inducdo
lisogénica foi a segunda metodologia de avaliagdo genotdxica empregada. Nos testes
realizados, em auséncia de metabolizagdo, a inducdo foi fracamente positiva (Km

10,6) ou positiva nos demais locais de amostragem, G excecdo do ponto Km 18,6.



Quando foi empregado o sisterna de metabolizacdo exdgena, o diagndstico obtido foi
negativo, evidenciando que as genotoxinas presentes sGo detoxificadas. Tambem
foram estimadas as atividades mutagénica e recombinogénica destas amostras, em
Saccharomyces cerevisae, em fase estaciondria e exponencial de crescimento. Na
fase estaciondria, observou-se acréscimo nas frequéncias de eventos relacionados com
permuta (Km 24,1) e conversdo génica (Km 18,6 e 13,6). Enfretanto, na fase
exponencial, os resultados estatisicamente significantes restringiram-se apenas
inducdo de permuta mitética no ponto Km 18,6. Segundo os autores, a variabilidade de
resposta observada pode ser atfribuida a variagcdes fisioldgicas e metabdlicas, assim
como a acdo de mecanismos de reparacdo, que estariom ativos somente na fase
exponencial de crescimento (Vargas, 1992; Vargas et al., 1993).

Associadas a estas andlises foram empregadas técnicas citogenéticas in vifro
para a avaliogcdo da inducdo de aberragdes cromossdmicas, utilizando o método de
blogueio da citocinese (CBMN), em cultura de linfécitos humanos. Esta metodologia foi
empregada para a andlise dos mesmos pontos anteriormente analisados por Vargas et
al. (1988), tendo sido incluido o ponto Km 14,1. Os resultados obtidos revelaram a
presenca de substincias com potencial clastogénico e/ou aneugénico em fodos os
siios de amostragem. A inducdo de micronucleos foi mais freqUente no ponto Km 18,6
- localizado proximo a drea de disposicdo do efluente industrial final liquido e da
drenagem da drea de disposicdo dos residuos solidos - com 44% do total de resultados
positivos. Os demais sitios de coleta também apresentaram respostas positivas, embora
com incrementos menos marcantes. Cerca de 28% do total de respostas estd
associado ao ponto Km 24,1, seguido do Km 13,6 (17%) e do Km 14,1 (11%) (Lemos e

Erdtmann, 2000).



1.4. O Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo
Somdtica (SMART) em Drosophila melanogaster

A recente comparacdo dos dados obtidos atraves do Projeto Genoma Humano
— com aqueles observados no programa equivalente desenvolvido com a Drosophila
melanogaster — mostra a alta conservacdo de genes e funcdes bioquimicas entre estes
dois organismos, representada por uma homologia genética de 80%. Embora a
Drosophila apresente apenas ~13.000 genes, comparados aos ~30.000 de humanos,
a maioria destes sGo duplicacdes e elaboracdes de seus equivalentes encontrados
nesta mosca (Miklos e Rubin, 1996). Como consequéncia, existe uma alfa conservacdo
de rotas bioguimicas e funcdes regulatdrias entre as duas especies (Artavanis-Tsakonas
et al., 1995; St. John e Xu, 1997). Adicionalmente, um numero significante de genes
estudados na mosca da fruta provou ser homologo de genes supressores de tumor e
oncogenes humanos (Miklos e Rubin, 1996). Em funcdo destas similaridades, a
Drosophila € considerada como um excelente modelo para estudar a genotoxicidade
€ seus mecanismos moleculares, podendo fornecer respostas relevantes, que podem
ser extrapoladas para humanos.

Na Genética Toxicologica, tem-se utilizado a Drosophila melanogaster,
principalmente para a obtencdo de resposta em celulas germinais, afraves dos testes
para deteccdo de Letal Recessivo Ligado ao Sexo (SLRL) e para Perda do Cromossomo
X em anel (RXL) — permitindo, respectivamente, o progndstico de agentes mutagénicos
e clastogénicos. Na ultima década, entretanto, o feste para deteccdo de Mutacéo e
Recombina¢cdo Somdtica (SMART) tem-se destacado como um instrumento preciso
para discriminar  simulfaneamente  agentes mutagénicos, clastogénicos e/ou

recombinogénicos. A andlise dos possiveis danos induzidos € feita pela observacdo de



grupos celulares (manchas) com fendtipo marcador especifico (mwh e/ou fir¥), que se
manifestam visualmente na forma de fricomas mutantes (Figura 4). Estes fendtipos
expressam-se devido G perda da heterozigose, induzida pelos diferentes tipos de
eventos genotdxicos acima referidos. Enquanto o ndmero de manchas ou clones
mutantes fornece resultados quantitativos sobre os danos induzidos, ©os fipos de
manchas ddo informacdes sobre a natureza da lesGo que as originou. Os diferentes
fipos de manchas sdo designados como simples - guando apenas um dos marcadores
se expressa, mwh ou I’ - ou como gémeas - quando tanto pélos multiplos (mwh),
como pélos com a base alargada (fir) estdo presentes dentro de um mesmo clone
(Figura 5). As manchas simples indicam a ocoréncia de mutacdo génica e/ou
cromossdmica, bem como de eventos recombinogénicos. Por outro lado, as gémeas
sdo originadas exclusivamente por recombinacdo somatica (Graf et al., 1984). Tambem
o tamanho dos clones pode nos fornecer informagcodes, ja que estd correlacionado com
o tempo de atuacdo da genotoxina ao longo da embriogénese e, desta forma, com o
momento da indu¢cdo do dano genetico. Alem disto, aumentos restritos a manchas
simples pequenas podem ser indicativos de aneugénese ou de clastogénese, uma vez
que ceélulas monossdmicas ou portadoras de grandes delecdes dividem-se de forma
esporadica (Graf, 1995). Adicionalmente, a ufiizacdo deste bioensaio, permite a
deteccdo de genotoxinas de agdo direta, bem como daquelas que somente quando
sGo metabolizadas, exercem sua atividade genotodxica (Frolich e Wargler, 1990; Graf e

van Schaik, 1992; Delgado-Rodriguez et al., 1995).

A confirmac&o de que muitas substGncias que apresentfam resposta negativa
em ensaios que visam a deteccdo de atfividade mutagénica e/ou clastogénicas séo

exclusivamente recombinogénicas (Graf et al., 1984) - associada a obtencéo de
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Figura 4. Tipos de tricomas analisados no bioensaio SMART de asa.
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Figura 5. Manifestacdo fenotipica dos diferentes tipos de manchas observadas nas

asas dos imagos de Drosophila melanogaster, oriundos do teste SMART.



resulfado em curto prazo - justificam e validam o seu emprego em rotinas que visam
cobrir os diferentes danos genéticos possiveis de serem induzidos no DNA das células
somaticas. A maior justificativa para o emprego do teste SMART fundamenta-se no seu
alto poder discriminatdrio no que tange, ndo apenas as mutacdes pontuadis e
cromossdmicas, mas especialmente aos eventos recombinacionais - com
possibilidade de quantificar a contribuicdo de cada um destes tipos de eventos para a
genotoxicidade total das substncias em estudo (Frei e Wurgler, 1996; Torres et al.,

1998).

Ainda que a recombinacdo homadloga desempenhe um papel essencial na
manutencdo da integridade gendmica, bem como na evolugcdo dos genomas, €la
também tem uma participacdo preponderante na ativacdo inapropriada de proto-
oncogenes e na inativagdo de genes supressores tumorais. Este paradoxo, entre os
efeitos beneficos e deletérios da recombinacdo, foma-se ainda maior quando se leva
em conta que a recombinacdo ndo homdloga € capaz de gerar alteracdes que se
expressam como inversdes, translocacoes, delecdes e duplicacdes. E, pois, esta forca
deletéria que coloca a recombinacdo somatica na génese de desordens geneticas,
que incluem uma sére de doencas degeneratfivas relacionadas com o
envelhecimento, bem como com o desenvolvimento de tumores malignos (Hartley,
1996; St. John e Xu, 1997). Desta forma, foma-se premente a utilizagdo de bioensaios
delineados para a deteccdo deste evento, especialmente quando se comprova que a
recombinacdo € a forca que mais contribui para a indugcdo do cdncer — mais do que
as mutacdes e aberracdes cromossémicas.

Aproximadamente 400 compostos j& foram analisados através do teste SMART

de asqa, sendo, na sua maioria, produtos puros. Da mesma forma, misturas complexas



tambem j& foram testadas, dentre elas algumas bebidas — alcdolicas ou ndo — extratos
de chds, diferentes fipos de cafés, vinhos e conhaque (van Schaik ef al., 1984; Graf e
Wargler, 1986; Graf ef al., 1992). O teste SMART foi aplicado, concomitantemente com o
teste de Ames, para investigar o potencial genotdxico de particulas em suspensdo no ar
(Delgado-Rodriguez et al., 1993, 1999). Os dados demonstraram a sensibilidade do
teste SMART em relacdo a fracdo orgdnica de amostras ambientais, uma vez que
apresentaram uma boa correlacdo com os resultados obtidos através do teste de Ames

(Delgado-Rodriguez ef al., 1999).

Enfretanto, o SMART tem sido ainda pouco empregado para 0 monitoramento
da toxicidade genética de amostras ambientais. Consequentemente, sua adequacéo,
como uma nova feramenta para o diagndstico da genotoxicidade associada aos

ecossistemas, necessita ser ainda investigada.



2. OBJETIVOS

O rio Cai ¢ utilizado como principal fonte de dgua e corpo hidrico recipiente de
efluentes industricis e municipais. Diversas atividades recreativas — como a pesca
artesanal — assim como atividades lucrativas — como o cultivo agricola, a criacdo de
gado, a extracdo de areia, e a crescente industrializacdo — vem sendo infensamente
pratficadas nas suas margens. Em fungdo destas peculiaridades, a utilizagcdo de
bioensaios capazes de detectar simultaneamente uma ampla gama de lesdes, em
nivel génico e cromossdmico, poderd fracar um diagndstico mais completo da
foxicidade genética associada ao curso inferior do rio Cai. Dentro deste contexto,
destaca-se o Teste para Deteccdo de Mutagdo e Recombinacdo em Células
Somdaticas de Drosophila melanogaster (SMART), que tem se mostrado uma ferramenta
precisa para a deteccdo do impacto causado por diferentes poluentes aos
ecossistemas. Considerando estas duas premissas, o presente trabalho foi delineado no
sentido de atingir os seguintes objetivos:

2 Avaliar, afravés do teste SMART de asa, amostras de dgua superficial de dois

pontos do rio Cai (Km 18,6 e Km 13,6) que estdo sob influéncia direta de

atividade industrial.

> Estimar a sensibiidade e a adequacdo deste bioenscio como uma

ferramenta para o confrole da qualidade ambiental.

Um segundo enfoque relaciona-se com a comparagdo dos dados obtidos para
as amostras que estdo sob influéncia de dejetos de origem industrial com os resultados
apresentados na Dissertacdo de Mestrado de Renata Medina da Silva (1999), referentes
a toxicidade genética de efluentes sob impacto de despejos municipais. Dentro desta

perspectiva visamos correlacionar os riscos genéticos impostos por estes dois tipos de



dejetos, uma vez que as amostras, urbana e industrial, foram coletadas

simultaneamente.,



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Pontos de Coleta

Amostras de agua do rio Cai - sob influéncia de despejos industriais e urbanos -
foram coletadas nos meses de margo, junho e setembro de 1999. A escolha dos locais
de amostragem foi determinada em funcdo da presenca do Polo Petroquimico do Sul,
e pelo significativo volume de residuos municipais lancados pelas cidades de
Montenegro e Sao Sebastido do Cai.

O primeiro ponto sob influéncia industrial — Km 18,6 — localiza-se na foz do Arroio
Bom Jardim, proximo a drea de disposicdo do efluente industrial final liquido, e da
drenagem das dreas de disposicdo dos residuos solidos do complexo industrial. Ja o
segundo — Km 13,6 - situa-se no canal da bacia de acumulacdo e seguranca 7 que
recebe também a drenagem pluvial (Figura 6). Trés pontos que estdo sob a influéncia
da descarga direta de dejetos urbanos ndo-tratados foram selecionados para a
dissertacdo de Renata Medina da Silva (1999). O primeiro, no centro da cidade de
Montenegro — Km 52 — enquanto que os demais se localizam na drea urbana de Sdo
SebastiGo do Cai — Km 78 e Km 80. Um controle de campo — a nascente de um riacho
localizada em uma drea conservada, com fraca acdo anfropica e proxima aos pontos
do rio — também foi incluido nesta avaliacdo (Figura 7).

As coletas foram realizadas por técnicos da COPESUL, acompanhados pelos

alunos de mestrado envolvidos nos projetos de controle da qualidade das dguas do rio
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Cai. Para cada ponto foram coletados aproximadamente 500 ml de agua superficial
(20 cm de profundidade), que foram armazenadas em garrafas de vidro, devidamente
identificadas e vedadas. As amostras foram filtradas em filtto de papel comum,

divididas em aliquotas de 50 ml e congeladas a -20°C (Vargas ef al., 1993).

3.2. Meios de Cultura e Condigcoes de Cultivo

Os estoques de Drosophila melanogasfer, assim como 0s cruzamentos de
moscas adultas, foram mantidos em vidros de 4 | contendo meio de cultura padrdo.

Para obtencdo de larvas de terceiro estagio, foi utilizado o meio de ovoposicdo,
composto por uma base sdlida de agar 2,35% (Biobrds S.A.) coberta com uma
camada de fermento bioldgico (Fleischmann e Royal Ltda.) — preparado em banho-
maria (+ 40° C), com adicdo de sacarose — até que fosse atingida a consisténcia
pastosa. Em seguida, foi colocado 0 meio em vidro de 4 | contendo a base de agar, e
submetido a ventilagdo, visando a parada do processo de fermentacdo e a secagem
de sua superficie (Graf et al., 1984).

O tratamento das larvas foi realizado em tubos pldsticos 1/36 | contendo 1,5 g de
meio sintético (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Company, Burlington, North
Carolina) acrescido de 5 ml das diferentes diluicdes de fratamento.

Todas as culturas de Drosophila melanogaster foram mantidas & temperatura de

25° C + 1° C e umidade relativa de 60 a 70%.



3.3. Teste Para DeteccGo de Mutacdo e Recombinagcdo
Somdtica (SMART)

3.3.1. Linhagens Ufilizadas

As linhagens de Drosophila melanogaster, utilizadas no presente frabalho,
porfam ©Os seguintes marcadores genéticos mapeados, no cromossomo 3, que

permitem detectar a inducdo de mutacdo e recombinacdo em celulas somdticas:

e ORR:fIP® — ORR;fIP/In (3LR)TMS, I' PP sep I(3)89Aabx** e BA’
e mwh - mwh/mwh
Para maiores esclarecimentos a respeito dos marcadores geneticos, acima

apresentados, ver Lindsley e Zimm (1992).

3.3.2. Cruzamentos

Nesta abordagem experimental foi empregado o cruzamento aprimorado, que
se baseia no cruzamento de fémeas virgens ORR;fiP com machos mwh. As fémeas
ORR;fir* sGo portadoras de cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon (R)
resistente ao DDT (Dapkus e Merell, 1977; Frollic e Wargler, 1989). Um gene principal (R),
presente Nno Cromossomo 2, juntamente com genes menores existentes no cromossomo
1, conferem a esta linhagem alto nivel constitutivo de citocromo P450 (Hdllstron e

Blanck, 1985).

Este cruzamento origina larvas com duas constituicées genotipicas, no que se

refere aos genes marcadores localizados N0 cromossomo 3.



e larvas mwh +/ + fir? - que sdo trans-heterozigotas para os marcadores recessivos
mwh e fir°.

e larvas mwh +/TM3,BA® - heterozigotas para o cromossomo TM3. Os adultos
heterozigotos para o cromossomo TM3 apresentam recortes nas asas -
determinados pelo gene marcador Ba® - o que permite diferencid-los dos imagos
frans-heterozigotos, que apresentam asas com formato normal (Garcia-Bellido e

Dapena, 1974).

3.3.3. [ratamentos

Cada amostra de origem industrial foi diluida em dgua destilada e testada em
duas concentfracdes (25% e 50%) assim como, na sua forma crua (100%). Como
controles negativos foram utilizadas, dgua destilada e aliquotas do controle de campo.
O uretano (uretano, 51-79-6; Sigma Cheminal Co; St. Louis, MO, USA), na concentragcdo
de 20 mM, foi incluido como controle positivo.

Os cruzamentos foram realizados em massa (80 fémeas;40 machos), durante 3
dias, em vidros contendo meio de cultura padrdo. Passado este periodo, os individuos
foram transferidos para tubos de Vs | contendo meio de ovoposicdo, onde
permaneceram por 8 h, sendo em seguida descartados. Apds 72 h do inicio do periodo
de ovoposicdo, larvas de terceiro estagio foram coletadas por flotlacdo em dagua
corrente. Estas larvas foram, entdo, colocadas em frascos de 1/36 | (aproximadamente
50 por tubo) contendo 1,59 de meio sintético, onde foram acrescentados 5ml das
solugbes de fratamento. As larvas permaneceram nestas  condicdes  por

aproximadamente 48 horas - fratamento crénico - ate atingirem o estagio de pupa.



Afraves deste procedimento experimental, as celulas dos discos imaginais, que irdo
originar as asas dos adultos, ficam expostos as diferentes solucdes de tratamento por 5
a 6 ciclos mitéticos, correspondendo a 95% de todas as divisdes celulares que ocorrem

desde o desenvolvimento do embrido até o inicio do estagio de pupa (Frei et al., 1992).

Todos os adultos, nascidos entre 10-12 dias apds a postura dos ovos, foram

conservados em etanol 70%.

3.3.4. Montagem das Ladminas

Na montagem das |dminas ufilizaram-se somente os individuos trans-
heterozigotos. Os adultos portadores deste gendtipo foram lavados em dgua corrente e,
entdo, colocados em solucdo de FAURE (30g de goma ardbica, 20ml de glicerol, 50g
de hidrato de cloral e 50ml de agua). As asas foram destacadas com auxilio de uma
pinca de relojoeiro, distendidas sobre a superficie de IGminas de vidro e cobertas com

laminulas (24 x 32mm) contendo uma gota de solucdo de FAURE. (Graf et al., 1984).

3.3.5. Andlise Microscopica

Para cada ponto de tratamento foram analisadas as asas de pelo menos 20
individuos de cada sexo. Esta andlise foi realizada em microscopio Optico, com
aumento de 400x — visando a identificac@o dos fendtipos dos pélos ou fricomas

existentes nas superficies dorsal e ventral das asas dos adultos.

Foram identificadas e contadas as manchas que expressaram os fendtipos dos

genes mwh (pélos multiplos) e fir' (pélos com a base alargada). Esta andlise visou a



classificacdo das manchas em: simples mwh ou fir’, quando somente um dos
nmarcadores se expressou; ou gémeas, onde ambos os fendtipos mutantes estavam
presentes. A determinacdo da posicdo e do tamanho das manchas foi feita de acordo,
respectivamente, com o setor da asa e o nimero de células portadoras do fendtipo
mutante. As manchas foram divididas em classes de diferentes tamanhos: 1, 2, 3-4, 5-8,
9-16, 17-32, -64, -128, -256, -1024, >1024; sendo as duas primeiras classificadas como
manchas pequenas e as demais como manchas grandes. SGo consideradas manchas
independentes aguelas separadas por 3 ou mais fileiras de pélos normais (Graf et al.,

1984).

3.4. Bases Genéticas

Por meio da andlise dos fricomas presentes nas asas dos adulfos trans-
heterozigotos e pelo tipo de mancha encontrada, pode-se caracterizar a oconéncia de
eventos genotoxicos especificos. Manchas simples com os fendtipos de pélos multiplos

ou pélos com a base alargada originam-se por:
(i) alteragdo no contelido informacional dos genes selvagens fir'* ou mwh*;

(ii) delecdo de um fragmento cromossémico contendo os marcadores

selvagens fir’* ou mwh™;

Além diisso, a ocorréncia de recombinacdo simples entre os locos firP e mwh leva
0o aparecimento de manchas simples com o fendtipo pélos multiplos, enquanto que
uma recombinagdo simples entre fir e o centrdmero seguida de uma recombinacdo
simples entre fir' e mwh origina manchas contendo pélos com a base alargada. Desta

forma, fica caracterizado que as manchas simples podem originar-se tfanto por eventos



mutacionais - incluindo mutacées pontuais e cromossdmicas — como  por
recombinagdo mitética. Por outro lado, manchas gémeas, que expressam
concomitantemente os fendtipos fIf e mwh, sdo produtos exclusivos de eventos
recombinacionais — envolvendo a ocoréncia de uma recombinagdo simples entre fir’ e
o centrbmero, com posterior segregacdo de um cromossomo recombinado € um

parental (Figura 8).

3.5. Andlise Estatistica

A andlise estatistica julga se a fracdo das asas que apresentam pelo menos uma
mancha de um tipo particular (simples pequena, simples grande ou gémeaq) estd
aumentada nas séries tratadas, quando estas sGo comparadas com o controle

negativo.

Foi empregado o procedimento de Seloy & Olson (1981) que estd baseado em

duas hipdteses:

(i) a frequéncia de mutacdo (esponténea + induzida) nas moscas tratadas

ndo & maior que a frequéncia de mutacdo no respectivo controle;

(ii) a frequéncia de mutacdo induzida nas moscas tratadas nédo € menor
que m vezes a maior frequéncia de mutacdo espontdnea observada no

controle.

Cada hipdtese foi testada em um nivel de significGncia de 5%.
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(Siva, 1999).




Através deste procedimento foram possiveis quatro decisoes:

(i) INCONCLUSIVA - guando se aceitam amibas as hipdteses;

(i) NEGATIVA - aceita-se a primeira hipdtese e rejeita-se a segunda;
(iii) POSITIVA - rejeita-se a primeira hipdtese e aceita-se a segunda;
(iv) FRACO-POSITIVA - rejeitam-se amibas as hipoteses.

Como as manchas simples pequenas e o total de manchas simples tém uma
alta freqUéncia de mutacdo espontdnea, o valor multiplicador m é fixado em 2. Para as
manchas simples grandes e gémeas, que sdo raras, € ufiizado m = 5 (Russel et al.,

1981),

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa de computador SMART 4
MAC 2.0 (Zordan, ndo publicado) que emprega o feste de x? para proporcoes e segue

o procedimento de decisdes multiplas de acordo com Frei e Wirgler (1988).



4. RESULTADOS

Neste estudo, foram avaliadas, através do teste SMART de asa em Drosophila
melanogaster, as potencialidades genotdxicas de amostras de dgua que se encontram
sob influéncia direta de despejos industriais - que foram coletadas em trés periodos no
decorrer do ano de 1999, os meses de marco, junho e setembro. Para todas as
amostras testadas, foram realizados dois experimentos independentes, cujos resultados
individuais ndo diferiram significativamente entre si — quando comparados atravées do
teste de qui-quadrado — de tal forma que os dados apresentados sdo a somatdria
destas repeticbes. As andlises microscopicas referentes a identificacdo de manchas
mutantes centraram-se nas respostas obtidas nos imagos portadoras do gendtipo frans-

heterozigoto, oriundos do cruzamento aprimorado.

4.1.Controles

As frequéncias de mutacdes esponténeas, referentes ao total de manchas por
individuo, registradas no controle negativo (Ggua destilada) - marco (0,75), junho (1,125)
e setembro (0,725) — assim como as encontradas para o controle de campo, (Margo —
0,775; junho — 1,275 e setembro — 1,050) ndo diferram significativamente entre si,
quando avaliadas atraves do teste H de Kruskall e Wallis para um p>0,05 (Sachs, 1982;
1992). Adicionalmente, a comparacdo destes valores com ©0s controles histéricos de
nosso laboratdrio, assim como com controles da literatura revelaram que as taxas de
mutacdo obtidas no presente estudo encontram-se dentro dos valores esperados para

o feste SMART de asa (Frei e Wlrgler, 1996).



A despeito destas similaridades, os dados referentes as frequéncias dos
diferentes tipos de manchas observadas nos grupos fratfados com agua superficial sob
influéncia de dejetos industricis foram sempre comparados com os valores encontrados

para os controles negativos (Ggua destilada).

4.2. Avaliagcdo da Genotoxicidade

Nas Tabelas |, Il e lll sdo apresentados os dados obtidos através do teste SMART,
quando foram consideradas as respostas obtidas nos adultos portadores do gendtipo
frans-heterozigoto, oriundos do cruzamento aprimorado. Para cada ponto de
amostragem, foram avaliadas trés diferentes concentragdes - diluicoes de 25% e 50%,
assim como a amostra crua (100%) — que foram administradas as larvas de terceiro
estagio, atraves de fratamento crénico oral por 48 horas. Foram também incluidos, em
cada experimento, um controle positivo, representado pelo uretano, assim como dois
confroles negativos, que incluiram o diluente adgua destilada e o controle de campo.
Desta forma, os resultados apresentados para cada amostra, em cada uma das
concentracdes utilizadas, baseiam-se na andlise de 40 moscas adultas (20 machos e
20 fémeas), totalizando 11.712.000 células por amostra.

Como se pode observar nas Tabelas |, Il e lll, as duas amostras de origem
industrial, nos trés meses de coleta, nGdo mostraram efeito genotdxico, uma vez que as
frequéncias das diferentes categorias de manchas ndo foram significantemente
superiores aquelas observadas nos respectivos controles negativos (Ggua destilada).

Estes achados sugerem que, nas condicdes experimentais empregadas, 0s dejetos de



TABELA |. Diagnostico estatistico das frequéncias de indugdo de clones mutantes apés
tratamento com amostras de agua do rio Cai coletadas em margo de 1999.

Controles e Conc. N° de Clones por individuo (Nimeros de clones) Diagn. Estat. ® Total de
Pontos de (%) individuos clones
Coleta (N) mwh ¢
(n)
Manchas Manchas Manchas Total de
Simples Simples Gémeas Manchas
Pequenas Grandes m=>5 m=2
(1-2 cells)* (>2 cells)
m=2 m=5
CN.® 40 0.675 (27) 0.075 (3) 0.000 (0) 0.750 (30) 30
cc.’ 40 0.700 (28) 0.050 (2) 0.025 (1) 0.775 (31) 31
Km 18,6 25 40 0.625 (25) - 0.100 (4) i 0.000 (0) - 0.725 (29) - 29
50 40 0.750 (30) - 0.050 (2) - 0.050 (2) i 0.875 (35) - 34
100 40 0.750 (30) - 0.075 (3) - 0.000 (0) - 0.825 (33) - 33
Km 13,6 25 40 0.925 (37) i 0.125 (5) i 0.025 (1) i 1,075 (43) - 42
50 40 0.850 (34) - 0.175(7) i 0.000 (0) - 1.025 (41) - 41
100 40 0.775 (31) - 0.100 (4) i 0.025 (1)i 0.900 (36) - 36
CcC.p* 10 19.100 (191)+°  9.800 (98)+° 2.600 (26)+° 31.500 (315)+° 309

@ Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo
Eara avaliagdo dos resultados negativos. Nivel de significancia o= = 0,05.
Diagndstico positivo confirmado pelo teste U bp<0,05, °p<0,01.
¢ Incluindo raras manchas simples fir’.
¢ Considerando clones mwh oriundos das manchas simples e das gémeas.
¢ Controle negativo: agua destilada
" Controle de campo
9 Controle positivo: Uretano (20 mM)



TABELA 1. Diagnéstico estatistico das frequéncias de indugdo de clones mutantes apds

tratamento com amostras de agua do rio Cai coletadas em junho de 1999.

N° de

Controles e Conc. Clones por individuo (Nimeros de clones) Diagn. estat. Total de
Pontos de (%) individuos clones
Coleta (N) mwh ¢
(n)
Manchas Manchas Manchas Total de
Simples Simples Gémeas Manchas
Pequenas Grandes m=5 m=2
(1-2 cells) © (>2 cells)
m=2 m=5
CN.°® 40 0.950 (38) 0.125 (5) 0.050 (2) 1,125 (45) 44
cc.' 40 1,075 (43) 0.200 (8) 0.000 (0) 1,275 (51) 51
Km 18,6 25 40 1,000 (40) - 0.050 (2) - 0.025 (1) - 1,075 (43) - 43
50 40 1,050 (42) - 0.225 (9) i 0.050 (2) - 1,325 (53) - 53
100 40 1,090 (45) - 0.220 (9) i 0.000 (0) - 1,317 (54) - 54
Km 13,6 25 40 1,000 (40) - 0.075 (3) - 0.000 (0) - 1,075 (43) - 43
50 40 0.700 (28) - 0.125 (5) - 0.050 (2) - 0,875 (35) - 35
100 40 0.950 (38) - 0.125 (5) - 0.075 (3) i 1,150 (46) - 45
C.P.° 10 44.900 (449)+°  9.200 (92)+° 4.300 (43)+° 58.400 (584)+°

@ Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo
Eara avaliagdo dos resultados negativos. Nivel de significancia o= = 0,05.

' Diagnéstico positivo confirmado pelo teste U bp<0,05, °p<0,01.

® Incluindo raras manchas simples fr’.

¢ Considerando clones mwh oriundos das manchas simples e das gémeas.

¢ Controle negativo: agua destilada
" Controle de campo
9 Controle positivo: Uretano (20 mM)



TABELA lll. Diagnostico estatistico das frequéncias de indugéo de clones mutantes apés
tratamento com amostras de agua do rio Cai coletadas em setembro de 1999.

Controles e Conc. N° de Clones por individuo (Nimeros de clones) Diagn. estat. Total de
Pontos de (%) individuos clones
Coleta (N) mwh ¢
(n)
Manchas Manchas Manchas Total de
Simples Simples Gémeas Manchas
Pequenas Grandes m=>5 m=2
(1-2 cells) © (>2 cells)
m=2 m=5
C.N.¢ 40 0.650 (26) 0.025 (1) 0.025 (1) 0,725 (29) 28
cc.' 40 0,850(34) 0.125 (5) 0.050 (2) 1,050 (42) 41
Km 18,6 25 40 0,525 (21) - 0.025 (1) - 0.025 (1) - 0,600 (23) - 23
50 40 0,625 (25) - 0.000 (0) - 0.000 (0) - 0,625 (25) - 25
100 40 0,525 (21) - 0.075 (3) i 0.000 (0) - 0,600 (24) - 24
Km 13,6 25 40 0,625 (25) - 0.025 (1) - 0.000 (0) - 0,650 (26) - 26
50 40 0.500 (20) - 0.050 (2) i 0.025 (1) - 0,575 (23) - 23
100 40 0.550 (22) - 0.075 (3) i 0.000 (0) - 0,625 (25) - 25
c.p.° 10 46.400 (464)+° 10.800 (108)+° 5.200 (52)+° 62.400 (624)+°

@ Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo
Eara avaliagcdo dos resultados negativos. Nivel de significancia o= = 0,05.
' Diagnéstico positivo confirmado pelo teste U bp<0,05, °p<0,01.
® Incluindo raras manchas simples fIr’.
¢ Considerando clones mwh oriundos das manchas simples e das gémeas.
© Controle negativo: agua destilada
" Controle de campo
9 Controle positivo: Uretano (20 mM)



origem industrial ndo foram capazes de induzir lesdes do fipo mutacdo génica,

cromossémica, assim como eventos relacionados com recombinacdo mitdtica.

4.3. Parmetros Fisico-Quimicos

As andlises dos pardmetros fisico-quimicos -— pH, O, dissolvido, temperatura do ar
e da agua, condutividade, assim como a quantificacdo de cloretos, nitratos, sulfafos e
surfactantes (dados n@o mostrados) — ndo diferiram dos padrdes estabelecidos para
nmananciais de classe 2, no qual se enquadra o rio Cai (CONAMA, 1986). Entretanto, os
valores pluviométricos observados durante os periodos de coleta foram dez vezes
maiores nos meses de Junho (112,6 mm) e Setembro (110,9 mm), em relacdo aos

obtidos em Margo (12,3 mm).



5. DISCUSSAO

Os dados obfidos no presente estudo apontam para a auséncia de
genotoxicidade das amostras de dagua superficial, sob influéncia direta de dejetos
oriundos do Pdlo Petroguimico do Sul, coletadas em trés diferentes meses ao longo do
ano de 1999. De fato, a avaliacdo da toxicidade genetica centrou-se no emprego do
teste SMART de asa em Drosophila melanogaster, procurando contribuir nGo apenas
para o contfrole da qualidade das dguas do curso inferior do rio Cai, mas também para
a validacdo do seu emprego como uma ferramenta para o diagnodstico da

genotoxicidade de amostras de origem industrial.

Pelo menos trés aspectos fundamentados na (i) validade do SMART como
indicador de contaminagéo de amostras de dgua superficial associada a misturas
complexas, na (i) escolha do cruzamento aprimorado como indicativo da toxicidade
geneética, assim como nos (i) dados previamente obtidos com o teste SMART - para
amostras sob influéncia de dejetos de origem urbana, associados as cidades de Séo

Sebastido do Cai e a Montenegro (Silva., 1999) - merecem ser discutidos.

Ao longo dos Ultimos quatro anos, 0 nosso grupo de frabalho preocupou-se em
avaliar a genotoxicidade associada a amostras de dgua superficial, que estdo sob
influéncia de dejetos urbanos e industriais. Para este fim, foi utilizado o teste SMART, que
apesar de pouco aplicado como ferramenta para o diagndstico da agdo genotdxica
de amostras ambientais, tem fornecido resultados relevantes no que tange a toxicidade
genetica de particulas aéreas. De fato, quando este bioensaio foi empregado para
avaliar a acdo genotdxica de amostras de ar, coletadas na cidade do México,

observou-se n@o apenas a sua adequacdo, mas fambém a sua altfa concordancia



com os dados obtidos - com estas mesmas amostras - afraves do teste de Ames. Na
verdade, esta comparacdo evidenciou a sensibilidade do ensaio SMART para a
avaliacdo da genotoxicidade de amostras complexas (Delgado-Rodriguez et al., 1993,

1999).

Outfro ponto relevante, que indiretamente justifica o emprego do teste SMART
para o monitoramento da foxicidade genetica de amostras ambientais, relaciona-se
com os dados obtidos por diferentes autores para misturas complexas. De fato, através
da aplicacdo deste bioensaio foi possivel quantificar, e em algumas vezes qualificar, os
danos genéticos induzidos por diferentes fipos de bebidas, alcodlicas ou ndo - como
extratos de chas (Urfica dioica, Achillea millefolium e Camellia sinensis), diversos fipos de
cafés, vinhos e conhaque. Na fentafiva de elucidar a contribuicGo do etanol, da
quercetina e da mutina para a atfividade genotdxica observada, foram realizados
experimentos adicionais, usando diferentes concenfragcdes destes rés compostos.
Atfravés desta nova abordagem demonstrou-se que a quercitina e a rutina sdo capazes
de induzir mutacdes pontuais e/ou aberracdes cromossdmicas, Nndo apresentando uma
relacdo direta entre dose/efeito. Desta forma, ©0s aufores sugerem que «
genotoxicidade observada esteja correlacionada com a presenca destes flavondides
(Graf ef al., 1994). Considerando que a andlise dos efeitos tOxico-genéticos de amostras
totais de origem ambiental estd centrada na deteccdo de respostas relacionadas com
a inferacdo de diferentes genotoxinas, e algumas vezes anti-genotoxinas, justifica-se a
inclusGo dos dados referentes a sensibilidade do teste SMART como indicador da

toxicidade genética associada a misturas complexas.

E um fato bem estabelecido que ensqios capazes de detectar pro-genotoxinas -

substancias que exercem atividade genotodxica através dos seus metabalitos - fornecem



uma resposta mais ampla sobre a tfoxicidade genética inerente as misturas complexas.
Enfretanto, diversos estudos centrados em amostras de origem ambiental, revelam que
a adicdo de enzimas de metabolizacdo leva a uma marcada redugdo na toxicidade
genética das amostras. Este tipo de resposta foi observado para efluentes das industrias
de papel e celulose, avaliados atraves do teste de Ames, nos quais a acdo mutagénica
teve uma drastica diminuicdo, quando se adicionou a fracdo S9 (McGeorge et al.,
1985; Kamra et al., 1983). Respostas similares foram também obtidas para dejetos de
industrias de compostos orgdnicos, corantes (McGeorge et al., 1985), assim como para
industrias farmacéuticas (Houk e DeMarini, 1988). Ainda que seja sugerido que este
decréscimo estd relacionado com a detoxificacdo de determinadas genotoxinas, em
detrimento de sua bioativacdo, Kamra ef al. (1983) mostraram que a adicdo da fragdo
S9 a misturas que ndo contem os co-fatores requeridos, ou a utilizacdo de fragdes S9
inafivadas por calor, causa reducdo na poténcia mutagénica de despejos industriais
(White et al., 1996).

Entretanto, ha situacdes em que a presenca de S9 aumenta o efeito genotdxico
de amostras de origem industrial, uma vez que a presenca de pro-genotoxinas na
mistura, que estd sendo avaliada, s6 € detectada quando seus metabdlitos ativos séo
formados, via enzimas de metabolizacdo. (Heflich, 1991). De fato, acréscimos na
poténcia mutagénica, detectados atraves do teste de Ames, foram observados em 12
amostras que estdo sob a influéncia direta de dejetos provenientes de indUstrias de
papel e celulose, forja, refinamento de metal, compostos orgdnicos, assim como
refinarias de petrdleo (McGeorge et al., 1985; Somani et al., 1980; Houk 1992; White et
al., 1996). Dentro deste contexto, € importante enfatizar que de acordo com

McGeorge et al. (1985), Metcalfe et al. (1985) e White et al. (1996) a foxicidade



genética associada a amostras de dgua, que estdo sob influéncia de refinarias de
petrdleo, €, na grande maioria das vezes, potencializada na presenca de S9.

Um grande nudmero de genotoxinas, incluindo nitrosaminas, carbamatos,
arlominas e arilamidas, assim como aminas heterociclicas e hidrocarbonetos
aromdaticos policiclicos (PAHs), requerem ativacdo metabdlica para que a sua atividade
mutagénica se expresse (Heflich, 1991). Cabe ainda ressaltar que residuos provenientes
de refinarias de petréleo, aluminio e forja contém um alto volume de PAHs e compostos
relacionados — 0 que pode justificar a necessidade de sua avaliagdo em protocolos de
fratamento que incluam a presenca exdégena ou enddgena de enzimas de
metabolizagcdo (IARC, 1984, 1989a; Woo e Arcos, 1981, White et al., 1996). A0 mesmo
tempo, € importante considerar que a acdo genotdxica de PAHS, inseficidas e
herbicidas, atraves do teste SMART, s € observada quando se emprega 0 cruzamento
aprimorado (Delgado-Rodriguez ef al., 1995; Frolich e Wurgler, 1990; Osaba et al., 1999
e Kaya et al., 2000).

Entretanto, deve-se também considerar que estudos realizados no rio Cai, na
drea de influéncia do Polo Petroguimico do Sul, mostraram que o emprego de sistemas
de metabolizacdo pode causar o0 desaparecimento da resposta genotdxica das
amostras. De fato, o uso da fragcdo S9 levou a perda de mutagenicidade em 62% dos
casos positivos, quando o teste de Ames foi aplicado em auséncia de fracdo de
metabolizacdo, enquanto 24% permaneceram positivos - ainda que em 14% tenha
persistido a citotoxicidade. Da mesma forma, cerca de 33% das amostras que haviam
sido diagnosticadas como destituidas de atfividade mutagénica mostraram respostas
positivas apds metabolizacdo (Vargas et al., 1993).

Considerando esta diversidade de respostas, o primeiro delineamento realizado

pelo nosso grupo de trabalho, visando a deteccdo de genotoxicidade associada ndo



apenas aos despejos de origem industrial mas também aos urbanos, constou de uma
bateria de experimentos preliminares, que empregaram o feste SMART nas suas duas
versdes: 0s cruzamentos padrdo (larvas com niveis basais de metabolizacdo) e
aprimorado (larvas com altos niveis constitutivos de enzimas de metalbolizacdo) (Graf et
al., 1984, 1996). A partir desta abordagem experimental foi possivel constatar que nas
amostras industriqis - nos sitos de coleta Km10,1, Km 24,1 e Km 13,6 - as respostas
positivas restringiram-se aos dados obtidos afravés da andlise dos imagos provenientes
do cruzamento aprimorado (Silva, comunicagdo pessoal). No entanto, em relacdo aos
despejos urbanos, observaram-se acréscimos significativos, nas freqiéncias totais de
manchas, somente quando foram usadas larvas do cruzamento padrdo (Siva, 1999).
Desta maneira, a escolha do fipo de cruzamento, que melhor representaria a
genotoxicidade associada as amostras sob o impacto de industrias petroquimicas,
recaiu sobre o cruzamento aprimorado, que se caracteriza por altos niveis de enzimas
do tipo P450 6A2 (Saner, 1995).

Cabe ainda ressaltar, que a auséncia de genotoxicidade associada as amostras
industrias, observada no presente estudo, ndo invalida, obrigatoriamente, o emprego
do teste SMART como indicativo da contaminacdo ambiental. Na verdade, Silva (1999)
utilizou este bioensaio para detectar a toxicidade genética associada a amostras sob
influéncia de despejos urbanos — que foram coletadas simultaneamente as amostras
avaliadas. Como anteriormente relatado, foram realizados testes preliminares, visando a
identificacdo do tfipo de cruzamento que fomeceria um maior nUmero de respostas
positivas e/ou uma maior poténcia — sendo identificado o cruzamento padréo como o
melhor indicador. Os dados obtidos apontaram para a acdo genotdxica das amostras
coletadas, nos trés diferentes pontos no més de marco — Km 52, 78 e 80 (Figura 7). Este

comportamento ndo foi observado para © més de junho - ja que ndo foram obtidos



aumentos significativos, para todos os fipos de manchas, em relagcdo ao confrole
negativo. J& as coletas de setembro evidenciarom a genotoxicidade associada ao Km
52 - localizado proximo a cidade de Montenegro (Grdfico 2). Os dados de toxicidade
genética, obtidos por Silva, (1999), foram basicamente diagnosticados por aumentos
expressivos nas freqiéncias de manchas simples pequenas, que correspondem a
clones com uma ou duas células mutadas. Estas manchas podem ser o resultado da
perda de fragmentos cromossdmicos e/ou de um cromossomo inteiro — j& que células
porfadoras de monossomia e/ou grandes delecdes dividem-se esporadicamente,
podendo passar por, no maximo, dois ciclos de divisdo mitdtica, o que leva a formacdo
exclusiva de manchas simples pequenas. Conseguentemente, pode-se inferir que
aberragcdes cromossdmicas numericas e estruturais (do tipo perda de fragmentos
cromossdmicos) seriom 0s eventos genotdxicos mais forfemente relacionados G
toxicidade genetica induzida por dguas contfaminadas por dejetos municipais — 0 que €
reforcado por diferentes trabalhos experimentais (Nielsen e Rank, 1994; Smaka-Kincl et
al., 1996; Grover e Kaur, 1999).

Ainda mais, considerando os resultados observados nos meses de marco e
junho, sugere-se uma correlacdo entre o nivel pluviométrico e o diagndstico positivo. De
fato, no més de marco, foram registrados indices de pluviosidade de 12,3 mm,
enguanto que no més de junho (112,6 mm) estes valores foram aproximadamente dez
vezes superiores. Este tipo de associacdo, entre acdo genotdxica e efeito de diluicdo
das aguas do rio, foi fambém observado em estudos anteriores, que utilizaram tanto o
ensaio de micronucleos em Vicia faba (Duan ef al., 1999a) quanto o teste de Ames em
Salmonella typhimurium (Kusamran et al., 1994). Entretanto, esta correlacdo ndo pode

explicar os resultados positivos obtidos para o Km 52, coletado em setembro — j& que a
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Grdfico 2: Distribuicdo e diagndstico estatistico das frequéncias totais de inducdo de clones mutantes apods tfratamento com amostras
de dgua do rio Cai (Km 52, 78 e 80)- sob influéncia de dejetos urbanos , coletadas em marco, junho e setembro de 1999 (Siva, 1999).




pluviosidade (110,29 mm) foi tGo elevada quanto a registrada em junho. Ainda que a
diluicdo das aguas do rio ndo tenha sido um fator determinante para a genotoxicidade
deste ponto, esta resposta pode estar relacionada com a descarga diferencial de
dejetos de pequenas industrias - que incluem matadouros, frigorificos, industrias
alimenticias, fabricas de tanino, de refrigerantes e indUstrias de emulsdes de asfalto —
que ndo apresentam qualquer estratégia de tratamento e que juntamente com os
esgotos cloacais e pluviais, s&o lancados diretamente no rio Cai (Silva, 1999). Ainda que
tenha sido sugerida uma corelacdo enfre genotoxicidade positiva e indice
pluviometrico — para os dejetos urbanos coletados em marco de 1999 — este fipo de
relacdo ndo foi identificada para as amostras industricis — assim como para 0s demais
pardmetros fisico-quimicos analisados.
Outro ponto que deve ser discutido, relaciona-se com a escolha da
metodologia de tratamento mais apropriada para andlises de misturas complexas: o
metodo direto, extracdo liquido-liquido ou extracdo de substancias voldteis. A presenca
de substancias volateis, com afividade mutagénica, serve de alerta para a utilizacdo de
metodologias de tratamento que ndo preservam este tipo de composto. De fato,
amostras com acdo mutagénica positiva, avaliadas pelo metodo direto de
concentracdo, perderaom esta  afividade apds extracdo  liquido-liquido.
Concomitantemente, o estudo de concentrados de produtos voldteis confiimou a
importancia destes compostos na inducdo de lesdes mutagénicas, e portanto, a sua
contribuicdo para a genotoxicidade (Vargas, 1992; Vargas et al., 1995).
As vantagens das tecnicas de fracionamento/extracdo incluem a separacdo de
componentes ativos de inativos, assim como a extracdo de agentes quimicos presentes
em pequenas quantidades. Entretanto, deve-se considerar, que esta metodologia

também apresenta desvantagens: a probabilidade de perda ou modificacdo dos



componentes, a presenca de artefatos nas amostras, e talvez, ainda mais importante, a
perda de informagdes no que se refere a toxicidade genetica da mistura complexa -
contendo diferentes genotoxinas que podem interagir entre si, levando a efeitos aditivos,
sinérgicos e atée mesmo antagonistas. (Chen et al., 1983); (Houk, 1992).

Uma altemativa para o diagnodstico da genotoxicidade de dejetos industriais, &
considerar a mistura como um todo, ou seja, avalid-la na sua forma crua, ao invés de
fraciond-la.  Vdarios sistemas bioldgicos e bioensaios de curta-duracdo foram
empregados para a avaliacdo de amostras cruas — que revelaram algumas das
vantagens desta metodologia. Dentre estas, destaca-se o fato de que as respostas
obfidas permitem uma melhor extrapolacdo as condicdes ambientais, aliadas a menor
probabilidade da ocorméncia de arefatos gerados pelos processos de
extracdo/concentracdo ou fracionamento, e a ndo eliminacdo dos efeitos interativos
entre os diferentes compostos das amostras (Houk, 1992).

Enfretanto, nem todas as misturas podem ou devem ser testadas no seu estado
cru. Muitas vezes, um residuo € muito téxico para ser testado diretamente no bioensaio,
da mesma forma que a amostra pode ndo ser compativel com o sistema-teste a ser
empregado, em funcdo das suas propriedades fisicas (lodos, dleos, emulsdes.). Outra
desvantagem inclui o possivel mascaramento da atfividade do composto exercida
pelas inferacdes quimicas com oufras genotoxinas presentes na amostra  total
(Cunningham et al., 1985 ; Houk, 1992).

Finamente, fica a sugestdo de que, pelo menos em nossas condigdes
experimentais, o0 impacto causado por despejos de origem urbana pode ser mais
intenso do que aquele imposto por dejetos provenientes de industrias de grande porte.
De fato, apesar da extensiva procura de informacdes bibliograficas, referentes &

contribuicdo dos despejos urbanos para a genotoxicidade associada a daguas



superficiais do curso inferior do rio Cai, ndo foram encontrados registros de estudos -
tanto centrados na toxicidade genética de despejos urbanos, quanto na comparagcdo
enftre amostras de origem industrial e urbana. Consideramos, também relevante, o
conjunto de dados publicados por White et al.(1996) e White e Rasmussen (1998), que
apontam para 0s prejuizos causados por dejetos urbanos — que podem ser 1&o ou Mais
nocivos que os impostos pelos despejos de origem industrial. Esta maior poténcia
genotdxica pode ser atribuida ao seu maior volume de lancamento, assim como a sua
natureza mais complexa - j& que sdo formados pelo somatdrio de residuos domésticos
e de industrias de pequeno porte, que na grande maioria das vezes ndo utilizam

qualquer tipo de tratamento.
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