Universidade Federal do Rio Grande do Sul

TOXICIDADE GENETICA ASSOCIADA A REGIAO
HIDROGRAFICA DO GUAIBA ATRAVES DE BIOENSAIOS DE
CURTA DURACAO

Viviane Souza do Amaral

Tese submetida ao programa de Pdés-Graduagdo
em Genética e Biologia Molecular da UFRGS
como requisito parcial para obtengcdo do grau de

Doutor em Ciéncias

Orientadora: Dra. Heloisa Helena Rodrigues de Andrade

Porto Alegre
02/2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Esta Tese eu dedico d memodria dos meus avds Eva e Emilio.

Poderd passar cem anos, jamais esquecerei de vocés. A cada dia o meu
amor fica mais forte. Vocés representam toda a ternura que fenho no meu

coracdo. Amo VOCEs.



Agradecimentos

A Deus,
Pela eterna vigilGncia e protecdo.

Ter fé é ter esperanca.

Held,

Certa vez, em uma daguelas nossas conversas, eu mencionei que
frés pessoas foram as principais responsaveis pela minha formagdo: minha
mde, meu pai e Voceé.

Durante a nossa vida elegemos modelos a serem seguidos. Quando eu
finha 21 anos tive a oportunidade de conhecer uma mulher que seria o
meu exemplo — vocé. O que me ensinastes, ao longo destes anos,
ultrapassou as fronteiras da ciéncia, foi além da relacdo orientador-
orientado - a licdo mais importante que aprendi foi a da amizade.

O amor gue sinto por ti € como de filha - incondicional. Mesmo quando a
nossa relacdo atravessa momentos furbulentos, o sentimento que sempre

prevalece é o amor. E como dizia o poeta, sem amor eu nada seria.......

Biba,

Obrigada.

Obrigada por ter estendido a mdo sobre os meus ombros quando
eu precisei. Obrigada pela paciéncia que tens comigo. Obrigada pela
ajuda com a bibliografia — sempre impecdavel. Ao longo destes anos pude
conhecer a pessoa maravilhosa que tu és, uma mdezona para todos noés.

A tua presenca € imprescindivel nesta equipe. Obrigada.



Meg,

A amizade nem sempre vem acompanhada de momentos
agraddveis, as vezes ela necessita de obstdculos para se manter forte.
Sempre quando te chamei a atencdo era com o intuito de te ajudar.
Desculpa pelo meu jeito torto de ajudar, mas foi de coracdo. Apesar das
dificuldades que a gente passou juntas, sei que tu és uma amiga que eu
posso contar de tudo e que nunca irds me julgar. Durante estes cincos
anos de convivéncia pude aprender muito contigo. Tu me ensinaste que
mesmo nos piores momentos da vida nds podemos nos erguer do chdo e
comecar do zero. Obrigada pelo companheirismo dentro e fora do
frabalho. Ndo olhe para trds - apenas comecamos. O mundo comeca

agora. Te adoro.

Rafa,

Meu irmdo de coracdo! Os lacos de sangue ndo estabelecem,
necessariamente, os lacos entre os Espiritos. Os verdadeiros lagcos de
familia ndo sdo, pois, os da consangUinidade, mas os da simpatia e da
comunhdo de pensamentos que unem as pessoas. Obrigada por sempre
me ouvir quando eu precisei, por estar sempre do meu lado, por me fazer
rir quando fudo que eu queria era chorar. Te desejo todo o sucesso que
alguém possa alcangar. Meu amigo, ndo desista nunca dos teus sonhos,
por mais que eles parecam distantes. Nunca deixe de acreditar no teu
tfrabalho. E quando tiveres passando por dificuldades, lembre-se sempre
de mim, pois onde eu estiver eu irei te ajudar (nem que seja por mail).
Obrigada por me ajudares sempre quando eu precisei. Jamais me
esquecerei das nossas tardes fazendo estoque, totalmente eterizados, sé

no deixa a vida nos levar. Valeu, te adoro!



A0S meus pais,

Chega ao fim mais uma etapa das nossas vidas. Assim como eu
disse que o diploma de graduacdo era nosso, digo a vocés que esta tese
é nossa também. Obrigado por cuidarem de mim, mesmo quando eu me
faco de dificil, no papel de mulher independente. Vocés além de me
darem o0s seus genes me deram amor. Desculpem esta filha que as vezes
parece distante, mas € que a corrida pela vida acaba nos tornando
distantes. A gana que tenho em chegar a algum lugar é por vocés, pois
eu quero retribuir tudo o que fizeram por mim, e ainda assim, serd pouco.

AMO VOCEs.

A0S meus iIrmaos,

Junior, apesar das nossas diferencas eu te amo muito. Obrigada por
ter colocado no mundo duas criancas maravilhosas que me fazem téo
feliz — Matheus e Fernanda. Quero que tu saibas que eu 0s amo como se
fossem meus filhos. Conte comigo eternamente.....

Gabriel e Lucas, a mana ama vocés. Apesar de nem sempre estar por
perto, eu me importo muito com vocés. Vocés estdo guardadinhos no

meu coracdo. Obrigada por sempre estarem com os bracos abertos........

A Dona Alix e seu Lufs,
Obrigada, por terem me acolhido como uma neta. Tenho muito carinho e

respeito por vocés.

Aos meus AMIGOS: Held, Biba, Meg, Rafa, Vani, Cintia, Cibele, Tais, Cintia
(Bio), Marcele, Renata, Magda, Fdbio, Aninha, Fabiano, Simone, Mauricio,

Fernanda, Vander e Kényaq, dedico este poema...



Escolha...

Escolho os meus amigos ndo pela pele nem outro arquétipo qualquer, mas
pela pupila.

Tem que ter brilho questionador e tonalidade inquietante.

A mim ndo interessam os bons de espirito ou 0s maus de hdbitos.

Fico com aqueles que fazem de mim louco e santo.

Deles ndo quero resposta, quero © meu avesso.

Que me tragam duvidas e angustias e aglentem o que hd de pior em
mim.

Para isso, sé sendo louco.

Escolho meus amigos pela cara lavada e pela alma exposta.

N&o quero sé o ombro ou colo, quero tfambém sua maior alegria.
Amigo que ndo ri junto ndo sabe sofrer junto.

Meus amigos sdo todos assim: metade bobeira, metade seriedade.
N&o quero risos previsiveis nem choros piedosos.

Quero amigos sérios, dagueles que fazem da realidade sua fonte de
aprendizagem, mas lutam para que a fantasia ndo desapareca.

N&o quero amigos adultos nem chatos.

Quero-os metade infGncia e a outra metade velhice.

Criancas, para que ndo esquecam o valor do vento no rosto e velhos para
gue nunca tenham pressa. Tenho amigos para saber quem eu sou.
Pois 0s vendo loucos e santos, bobos e sérios, criancas e velhos, nunca

me esquecerei de que "normalidade" & uma ilusdo imbecil e estéril.

(Oscar Wilde)

Esta tese ndo poderia ser realizada sem a ajuda fundamental de

algumas pessoas, portanto ndo poderia deixar de agradecer:



Aos profissionais da SESMA/COPESUL, pelo auxilio inestimdvel na

coleta das amostras.

A equipe dos laboratérios de Mutagénese da UFRGS e do TOXIGEN
(ULBRA) pela imprescindivel ajuda na parte final deste trabalho,
destacando os colegas Leandro, Pollyanna, Guilherme, Carol, Meg e

Paula.

A Alessandra Peres que encarou o desafio de me auxiliar no
estabelecimento da técnica de micronucleos em cultura de células. Ale
qgue bom que tu és tdo louca quanto eu, porque ndo foi facil. Lembra
aquelas tardes cheirando dcido acético? Mas o que importa € que valeu
a penal Ainda estdo esperando que a gente va correr sem roupa pela

passarela da PUC, pra pagar a promessal Muito Obrigada pela ajuda.

A Nicole e o llan, pelo imensurdvel auxilio nas culturas e no preparo
das ldminas. Espero que isto tenha servido de licdo pra vocés, que estdo
comecando na vida académica, mostrando que com fé e perseveranca

a gente chega l4! Beijinhos, obrigaddo!

A Marisa e ao Andrés pela valiosa ajuda com o a coloracdo das

[&Gminas. Obrigada de coracdo.

A equipe do laboratério de Biologia Molecular da PUCRS por me

acolher e por possibilitar que eu trabalhasse com cultura de células.

Ao Christian, por ter me recebido de forma tdo carinhosa na PUCRS.

Confinue sendo assim tdo querido, valeu!



A todas as pessoas que doaram sangue para a realizacdo dos meus
experimentos em especial a Ale e a Flavinha. Sem vocés nada disso

poderia ser feito. Obrigada pela boa vontade.

As funciondrias do setor de coleta de sangue do hospital da PUCRS
gue sempre nos auxiliaram com a maior boa vontade, em especial a

Raquel.

Ao Elmo J. A Cardoso, pela paciéncia, disponibilidade e amizade

ao longo de todo o curso de pds-graduacdo.

Aos professores e funciondrios do Departamento de Genética da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

E como ndo podia de ser eu vou agradecer a uma grande
companheira que inclusive agora estd aqui deitada em cima dos meus
pertences — Belinha. Eu concordo plenamente com o génio Leonardo da

Vinci quando disse que “o menor de todos os felinos € uma obra de arte™.



Venha, meu coracdo estd com pressa
Quando a esperanca estd dispersa
S6 a verdade me liberta

Chega de maldade e ilusdo.

Venha, o amor tem sempre a porta aberta
E vem chegando a primavera -

Nosso futuro recomeca:

Venha, que o que vem & perfeicdo.

(Renato Russo)



10

Este trabalho foi realizado nas instalacdes do Laboratério de Mutagénese
do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do Laboratdrio de Biologia
Molecular do Instituto de Pesquisas Bioldgicas da Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul (PUCRS), subvencionado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPg), pela Financiadora de
Estudos e Projetos (FINEP) e pela Fundacdo Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



11

SUMARIO
RESUMO......uueiiiiiiiiiiitetiinttc ettt aaae e 5
ADSIACT.....coiiiiii s 7
Capitulo I: Introdug@o Geral ...........coeeeeeeeieerecreeecieereeeeeenns 9
1.2. Bioensaios UtIIZAOS ........coveeriieniiiiiceiceeceeceee e 15
1.3. Caracterizacdo do Local de Estudo — Regido Hidrogrdafica do
(o[ oo TSR 22
1.3.1. Bacia do GUAIDA.....cccceveeieeiieie e 23
1.3.2. Bacia do GravatQi........eceeeenerevieieneeieieeene 24
1.3.3. BOCIA O SINOS..c.uiiieiieiiieeeieeeeeeee e 25
1.3.4. BACIA O COleuuieiieiieiieiesieecieee e 25
1.3.5. Bacia do Taquari-Antas......cccceeeeeeeeeeciveeeeeeeeenns 26
1.3.6. Bacia do AIfO JACUI....cccuevievieciecieciecieeee e 26
1.3.7. Bacia do Vacacai - Vacacai Mirim.................... 27
1.3.8. Bacia do Pardo/BaiXo JACUI.....c.eeveeveerieeieennnene. 27
1.3.9. Avaliacdo da Genotoxicidade............ccuveeeneee. 28
1.4. O TeSTE SMART ..ot 31
1.5. O TeSTE CBMN L. ittt 33
1.6, ODJETIVOS. .o 36
Capitulo Il: Genetic Toxicity In Surface Water From Guaiba
Hydrographic Region Under The Influence Of Industrial, Urban And
Agricultural Sewage In The Drosophila Wing-Spot Tesit................. 37
Capitulo lll: Micronuclei Induced By Surface Water From Guaiba
Hydrographic Region Using The Cytokinesis-Block Assay.......... 67
Capitulo IV: DiscuUssA0 Gerdl ............ccooveveevvueeeeeiieeceeieeeens 87
4.1. Diagnostico da Toxicidade Genéticd ........occvveeeneneee. 88



4.1.2. Teste SMART ..o
4.1.3.Teste CBMN ....................
4.1.4. Comparacdo da Eficiéncia dos Testes — SMART e CBMN

Capitulo V: Bibliografia Geral

89
93

101

12



13

Resumo

O presente estudo estd centrado na avaliacdo de amostras de
dgua superficial coletadas em 8 pontos distribuidos na Regido Hidrogrdfica
do Guaiba que sofrem influéncia de atividade agricola, urbana e/ou
industrial. Foram realizadas 4 coletas, representativas das quatro estacoes
do ano: setembro de 2000, agosto de 2001, fevereiro de 2002 e maio de
2003. Tais amostras foram avaliodas através do Teste para Deteccdo de
Mutacdo e Recombinacdo Mitdtica (SMART) em Drosophila melanogaster
e do Teste de Micronucleos com Blogueio de Citocinese (CBMN) em
cultura de linfécitos humanos. Ao mesmo tempo procurou-se correlacionar
0s dados obtidos com o Teste CBMN com os observados ho SMART, na
busca de estabelecer o provavel mecanismo de acdo das genotoxinas
presentes nos rios que constituem esta grande drea.

Os dados obtidos a partir do emprego destas duas metodologias
caracterizaram os rios Cai, Jacui, Taquari, Sinos, Gravatai, Lago Guaiba, na
Ponta da Cadeia (GPC) e Arroio Dillvio, como indutores de toxicidade
genética. Estes achados sugerem que, nas condicdes experimentais
aplicadas, os poluentes ambientais induzem uma pluralidade de lesdes no
material genético das células somdticas, relacionadas com: mutacdo
génica e recombinacdo - detectada pelo SMART e/ou mutacdo
cromossémica também diagnosticada pelo CBMN.

O conjunto destes dados demonstra que cerca de 50% das amostras
testadas (16/32) foram genotdxicas em um ou em ambos os testes. Aléem
disso, o maior niUmero de respostas positivas (4/19) foi observado nas
dguas provenientes do GPC e do Cai, seguido pelos rios Jacui e Taquari
(3/19), rio dos Sinos e Arroio Diluvio (2/19), e rio Gravatai (1/19), Na
verdade, a andlise comparativa dos resultados, demonstrou que o ensaio
CBMN foi mais sensivel para a deteccdo de genotoxinas de origem

ambiental, jG que das 11 amostras classificadas como indutoras de
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eventos clastogénicos e aneugénicos neste teste somente 3 - Jacui e Cai
(Setembro de 2000), assim como GPC (Fevereiro de 2002) - foram
diagnosticadas como positivas no SMART. Entretanto, justifica-se a inclusdo
do SMART na investigacdo de amostras ambientais em funcdo deste teste
priviegiar a deteccdo de um pardmetro genético ainda pouco
considerado, mas que tém um papel crucial nos eventos relacionados
com a carcinogénese — a recombinacdo homdloga.

Desta forma, os dados obtidos afravés dos ensaios SMART e CBMN
podem servir como um alerta relativo ao risco imposto pelas dguas da
Regido Hidrogrdfica do Guaiba — o que compromete o abastecimento de
dgua potdvel para mais de um milhdo de pessoas. De fato, os principais
impactos ambientais no Lago Guaiba sdo (i) o escoamento de esgotos
domésticos de Porto Alegre; (ii) as dguas contaminadas, principalmente,
dos rios Gravatai e Sinos que desembocam no lago; (iii) efluentes
provenientes das indUstrias de produtos alimentares, metalurgia e celulose,
localizadas nas suas margens; e (iv) grandes lancamentos de dejetos

urbanos ndo tratados provenientes das dguas do Arroio DilUvio.
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Abstract

The present study is focused on the assessment of surface water
samples collected in 8 different sampling sites along the Guaiba
Hydrographic Region. The waters analysed suffer the influence of
agricultural, urban and/or industrial activities. Four sample collections were
carried out, representative of the four seasons of the year: September 2000,
August 2001, February 2002, and May 2003. All samples were analysed by
the Somatic Mutation and Recombination Test in Drosophila melanogatser
and by the Cytokinesis-Block Micronucleus Assay (CBMN) in human
lymphocyte cultures. Concomitantly, an attempt was made to correlate
the CBMN assay data with SMART results with a view to establishing the
likely action mechanism of the genotoxins present in the rivers forming that
large hydrographic region.

The data obtained by the two methodologies have characterised
the waters of rivers Cai, Jacui, Taquari, Sinos, Gravatai, as well as Lake
Guaiba at the Ponta da Cadeia location (GPC) and Diluvio Brook, as
inducers of genetic toxicity. These findings suggest that under the
experimental conditions applied, environment pollutants induce a variety
of lesions in the genetic material of somatic cells. These lesions are related
to: gene mutation and/or recombination — detected by SMART, and/or
chromosomal mutation also diagnosed by CBMN.

This set of data demonstrates that around 50% of the samples
analysed (16/32) were genotoxic in one or both assays. Besides, the
greatest number of positive responses (4/19) was observed for waters from
GPC and Cai, followed by rivers Jacui and Taquari (3/19), Sinos and Diluvio
Brook (2/19), and river Gravatai (1/19). In fact, the comparative analysis of
the results has shown the CBMN assay to be the most sensitive to detect
genotoxins present in the environment, inasmuch as out of the 11 samples

ranked as inducers of clastogenic and aneugenic events in CBMN, only 3 —
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Jacui and Cai (September 2000) and GPC (February 2002) — were
diagnosed positive in SMART. Yet, the adoption of SMART in the
investigation of environment samples is justified, as the assay is able to
detect a still underrated genetic parameter, which nevertheless plays a
crucial role in carcinogenesis-related events: homologous recombination.
Thus, the data obtained in the SMART and CBMN assays may be
useful as an alert signal against the risk posed by the pollution of the
Guaiba Lake Hydrographic Region — which jeopardises the supplies of
drinking water to over one million people. Indeed, the main environment
impacts against Lake Guaiba are: (i) the discharge of domestic sewage
from the city of Porto Alegre; (ii) the contaminated waters chiefly from the
Gravatai and Sinos rivers that flow into the lake; (iii) effluents form food,
metallurgic, and cellulose industries based on the watercourses’ banks; and
(iv) large non-treated urban waste discharges transported by DilUvio Brook

waters.
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Capitulo |

Infroducao Geral
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1. Infrodugado

A demanda por dgua de boa qualidade € um dos maiores desafios
da atualidade. O crescimento urbano acelerado - representado por
infenso éxodo rural e assentamento desordenado - a maior necessidade
de alimentos e a consequente intensificacdo das atividades rurais — com
consumo de cerca de 69% da dgua de boa qualidade para irrigacdo -
assim como a industrializacdo e a decorrente liberacdo de dejetos ndo
fratados nos corpos d'dgua sdo inquestionavelmente os maiores
responsdveis pela poluicdo dos recursos hidricos (Nebel e Wright, 2000;
Grassi, 2001).

Mais do que garantir a quantidade de dgua disponivel é
imprescindivel avaliar a qualidade destas fontes hidricas — o que leva as
agéncias de controle ambiental a recomendar o emprego de testes de
natureza biolégica, quimica e fisica para a identificacdo de agentes
téxicos presentes nos ecossistemas aqudticos. Uma série de estudos de
toxicidade celular e genética de amostras ambientais demonstra que a
exposicdo, em longo prazo, a genotoxinas impde sérios riscos as
populacdes que habitam os ecossistemas comprometidos. Estes poluentes
podem alterar a constituicGo genética da populacdo através da acdo
direta do agente téxico com o material genético — efeitos genotdxicos —
ou indireta, afetando tanto a fisiologia do organismo — efeitos fisioldégicos -
guanto modificando o ambiente no qual estes individuos residem — efeitos
ecolbégicos. Tais contaminantes podem desencadear uma cascata de
respostas, que inclui alteracodes: (i) em células germinativas e somdaticas —
associadas a doencas genéticas (Karsten e Krypsin-Sorensen, 1988;
Kirkwood, 1989; Bridges et al., 1990; Fearon e Vogelstein, 1990); (ii) nas
freqUéncias alélicas; (iii) no sucesso reprodutivo e (iv) no tamanho

populacional (Bickham et al., 2000; De Wolf et al., 2004) (Figura 1).
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Toxinas
Acédo Direta Acéo Indireta
> —| Céls. Germinativas I— | Efeitos Fisiologicos I_ «
—>_| Céls. Somaticas | | Efeitos Ecolégicos I_<—

4 [ Variabilidade

Genética

Selecédo : Efeito
Gargalo de
Garrafa
N&o Randémico Mortalidade -7 Randémico

Reproducao
T 1

Fig. 1: Modelo que ilustra as principais rotas pelas quais as foxinas afetam a estrutura

genética das populacdes. As alteracdes genéticas podem levar a aumento (t),
decréscimo (#) ou efeito nulo na variabiidade genética das populacdes (‘). A
infensidade das setas € um indicativo da probabilidade de ocorréncia dos eventos

(setas diagonais representam aumentos ou decréscimos) (De Wolf et al., 2004).
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Entretanto, a extensdo destes efeitos ndo é apenas determinada
pelas tfoxinas presentes no ambiente, mas depende tanto da
concentracdo demogrdfica da populacdo e do potencial de adaptacdo
a situacdes de estresse quanto de outras condicdes externas — podendo
em conjunto determinar o destino de uma populacdo (De Wolf et al.,
2004). Como conseqUéncia, as estratégias utilizadas pelas entidades de
controle ambiental buscam o emprego de uma bateria de testes
bioldgicos, composta por diversos ensaios, selecionados para detalhar a
acdo toxico genética de uma determinada amostra. De fato, estudos
recentes - utilizando diferentes bioensaios - revelam que as dguas dos rios,
de diversos paises, vém sendo constantemente contaminadas por uma
gama de genotfoxinas provenientes das descargas de origem
anfropogénica (Kataoka et al., 2000; Ono et al., 2000; Watanabe et al.,
2002; Carabias-Martinez et al.,, 2003). Estima-se que os compostos
genotdxicos constituem pelo menos 5% dos poluentes derivados da acdo
antrépica em qualguer ecossistema (Rajaguru et al., 2001).

Dentre as mais diversas fontes de toxinas produzidas industrialmente,
destacam-se os compostos orgdnicos sintéticos que sdo gerados em
escala anual de milhdes de toneladas durante a producdo de pldsticos,
fiboras, borrachas sintéticas, solventes e pesticidas. Uma classe
preocupante destes compostos, do ponto de vista do impacto ambiental,
€ a dos hidrocarbonetos halogenados. Estas substéncias sdo basicamente
poluentes aqudticos, cujos efeitos sobre os organismos permanecem
ainda parcialmente conhecidos, particularmente no que se refere a
exposicdes prolongadas, em baixas concentracdes - disfuncdes renais e
hepdticas, esterilidade, assim como alteracdes de natureza fisioldgica,
especialmente neurolégicas sdo algumas das conseqUéncias associadas

aos hidrocarbonetos halogenados (Grassi, 2001).
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Também os hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HPAs) assim
como seus derivados nitrados e oxigenados, tém ampla distribuicdo -
sendo encontrados em todos os compartimentos ambientais (Pereira
Netto et al., 2000). Dentre as inUmeras fontes relacionadas a suad
producdo, destacam-se os processos de combustdo de material orgénico
(particularmente a exaustdo de motores a diesel ou a gasolina), a queima
de carvdo, as fotocopiadoras, a incineracdo de rejeitos, a fumaca do
cigarro além da producdo de aluminio e a gaseificacdo do coque
(Pereira Netto et al., 2000). Vdarios componentes deste grupo séo capazes
de reagir direta ou indiretamente com o DNA, sendo amplamente
caracterizados como eficientes mutdgenos e carcindgenos (Josephy et al,
1997; Yu, 2001).

Outra classe de substancias quimicas ndo degraddveis no ambiente,
com capacidade de bioacumulacdo, € a dos metais pesados,
especiaimente chumbo, mercurio, arsénico, cddmio, estanho, cromo,
zinco e cobre - amplamente utilizados na indUstria, particularmente na
laminacdo de metais, embora estejaom também presentes em
determinados pesticidas, pigmentos, esmaltes, tintas, corantes e até
mesmo em medicamentos. Em virtude deste vasto espectro de
distribuicdo, os metais aportam em sistemas aqudticos através de vdarias
fontes (Manahan, 1997), contaminando os ambientes com a sua inerente
acdo genotdxica (Johnson, 1988; Bolognesi et al., 1999; Sanchez-Galan et
al., 2001; Guecheva et al., 2001; Gordon e Bowser, 2003; De Boeck et al.,
2003) - decorrente de dois mecanismos predominantes, a geracdo de
danos oxidativos e a interferéncia com o reparo e a replicacdo do DNA
(Reid et al., 1994; Hartwig, 1995; Porter et al.,, 1997; Ueda et al., 1998;
Kasprzak et al., 1999). A maioria dos metais com potencial carcinogénico
provoca aumento dos efeitos citotdéxico e mutagénico em sistemas
bacterianos e em células de mamiferos quando em combinagdo com

diferentes tipos de agentes que danificam o DNA (Snow, 1992; Rossman,
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1995). No caso de Arsénico (lll), Nigquel (ll), Caddmio (ll) Cobalto (ll), Cromo
(VI) e Chumbo (ll) estes efeitos estdo diretfamente relacionados com a
inferacdo no processo de reparo do DNA e com o aumento na freqUéncia
de recombinagcdo homdloga em células de mamiferos - parmetro de
essencial importédncia na génese de neoplasias (Hartwig, 1995; Kasprzak et
al., 1999; Helleday et al., 2000).

Adicionalmente, a agricultura confribui significativamente para o
impacto ambiental dos ecossistemas aqudticos, através do uso de
pesticidas nas lavouras. Estes compostos ndo apenas alteram a
composicdo e a qualidade dos solos como, inevitavelmente, acabam por
comprometer os corpos d'dgua adjacentes, expondo perigosamente os
ecossistemas a diferentes contaminantes, muitos dos quais com
propriedades genotdxicas (Ralph e Pefras, 1998; Kaya et al., 2000;
Bolognesi e Morasso, 2000). De fato, a intoxicacdo por residuos de
pesticidas ndo € apenas uma das principais causas de mudancas nos
ambientes naturais (Kendall, 1992), como também um risco para as
populacdes humanas - uma vez que pode causar uma ampla gama de
desordens que incluem desde alteracdes no sistema nervoso central
(Mearns et al., 1994), até inducdo de tumores malignos (Osaba et al.,
1999).

Os residuos langcados pelos centros urbanos apresentam uma
natureza ainda mais complexa, j& que sdo formados pelo somatdério de
dejetos de origem doméstica associados aos de indUstrias de pequeno
porte. Desta forma, a sua constituicdo vai depender tanto do niUmero de
habitantes, como da quantidade e tipo de pegquenas indUstrias presentes
no municipio, fazendo com que cada um apresente efluentes de
composicoes distintas e particulares. Outro ponto a ser considerado é a
presenca ou ndo de algum tipo de tratamento, ndo sé dos esgotos
domeésticos, mas também dos residuos industriais, antes de seu despejo

final nos corpos d'agua. De fato, na grande maioria das vezes, industrias
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de pequeno porte ndo apresentam qualquer estratégia de tfratamento de
seus efluentes, enquanto que, dependendo do centro urbano, dejetos
domésticos podem estar sujeitos a diferentes estratégias, que véo desde a
sua total recuperacdo até seu lancamento direto nos sistemas aqudticos
(White e Rasmussen, 1998). A idéia de que dejetos de origem industrial
e/ou rural impde um maior risco, quando comparados dqueles de origem
municipal, tem sido enfatizada em diversos estudos sobre a
genotoxicidade de amostras ambientais. No entanto, & medida que novos
dados sdo obtidos, torna-se cada vez mais claro que a maior contribuicdo
para a carga genotdxica total, imposta aos ecossistemas, deriva,
principalmente, de dejetos urbanos (White et al.,1996; White e Rasmussen,
1998). Mesmo assim, os resultados dos diversos estudos de amostras
ambientais que sofrem influéncia urbana, costumam ser muito variados e,
algumas vezes, contraditérios.

Coletivamente, esta gama de compostos com potencial tdxico
e/ou genotdxico interage entre si formando misturas complexas que se
distribuem nos corpos hidricos. Esta interagcdo entre diferentes genotoxinas
pode levar a efeitos aditivos, sinérgicos e até mesmo antagonistas (Chen
et al., 1983; Houk, 1992; Muller et al., 2002). Com o objetivo de estimar o
risco genético imposto aos ecossistemas pelas misturas heterogéneas
diversas metodologias de deteccdo de genotoxicidade estdo sendo
empregadas para a andlise dos efeitos téxico genéticos de amostras totais

de origem urbana, industrial e/ou rural.

1.2. Bioensaios Utilizados

Dentre os ensaios mais empregados para a avaliacdo da toxicidade
genética associada a misturas complexas destaca-se o Teste de Ames
que, através do uso de linhagens especificas de Salmonella typhimurium,

fornece informacdes sobre alteracdes genéticas do tipo mutagcdo génica
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(McGeorge et al., 1985; Houk, 1992; Vargas et al., 1993; Vargas et al., 2001).
A Utilizacdo deste bioensaio, em diferentes abordagens experimentais,
evidenciou que despejos oriundos de diferentes tipos de induUstrias
apresentam um espectro de resposta mutagénica varidvel, dependente
do fipo de produto processado. Quando se consideram todos os tipos de
efluentes industriais avaliados, as poténcias mutagénicas distribuem-se
dentro do intervalo compreendido entre 102 a 1012 revertentes por litro de
amostra. De fato, dejetos que induzem valores iguais ou superiores a 1012
revertentes por litro impdem um grave risco aos ecossistemas. Enfretanto,
os incluidos no extremo inferior do espectro (102 revertentes/l), sdo
considerados como tendo um baixo risco como indutores de mutacoes
génicas. Ao mesmo tempo, a associacdo entfre poténcia mutagénica e
composicdo dos efluentes originados por cada indUstria revela que as
empresas responsdveis pela producdo de furazolidona e nitrofurfural sdo
as que contribuem com os maiores indices de poténcia mutagénica,
seguidas das refinarias de petréleo, 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 genética associada a diferentes categorias de
efluentes industriais — onde sdo incluidas indUstrias de corantes, resinas,
compostos orgénicos e petrdleo. De fato, observou-se que as empresas
produtoras de corantes e de compostos orgdnicos — a despeito de
estarem incluidas na categoria moderadamente mutagénica — sdo as
principais responsdveis 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).

Este bioensaio foi utilizado para investigar o potencial genotdxico do
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Fig. 2: Poténcias mutagénicas obftidas pelo Teste de Ames
(revertentes por litfro de efluente), de acordo com Claxton
et al., 1998, baseado em Houk, 1992.
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lago Taihu (China), que recebe constantes descargas de dejetos
industriais. Dos quatro pontos analisados, frés apresentaram resposta
positiva na cepa TA98, em presenca ou auséncia da fracdo S9. Uma vez
qgque a andlise dos dados obtidos com a cepa TAI00 ndo foi
estatisticamente significante, os autores concluiram que a genotoxicidade
observada estd predominantemente associada a mutacdes pontuais por
deslocamento no mddulo de leitura. Embasamento para esta premissa foi
fornecido pelos dados obtidos no Teste Ara (Arabinose Resistance Test),
utiizando estas mesmas amostras (Shen et al., 2001). Ainda utilizando esta
abordagem experimental, Siddiqui e Ahmad (2003) avaliaram amostras de
trés corpos d'dgua na regido de Aligarh, india, que estdo sob intenso
impacto de atividades industricis — mostrando a sua a¢cdo como indutoras
de mutacdes pontuais.

A atividade mutagénica dos trés principais rios que fluem através da
drea central de Fukui, Japdo, foi festada em duas linhagens de Salmonella
typhimurium - YG1024 e YG1029 derivadas, respectivamente, das cepas
TA98 e TAI00 - que apresentam altos niveis constitutivos de O-
acetiltransferase e, como conseqUéncia, detectam a mutagenicidade
dos compostos nitro aromdticos, aminas e hidroxi-aminas. Para a
realizacdo desta andlise foram escolhidos seis pontos em cada rio, que
foram coletados sazonalmente, de julho de 1998 a agosto de 2000. Os
dados obtidos apontaram para a mutagenicidade de cerca de 87% das
amostras de dgua, ainda que os maiores valores de poténcia mutagénica
tenham sido observados na linhagem YG1024 com adi¢cdo de §9. O
fracionamento destas amostras permitiv identificar como  principal
contaminante os compostos do fipo 2-fenilbenzotriazol  (PBTA),
provenientes de industrias téxteis — que de forma continua e severa
contaminam estes rios (Watanabe et al., 2002). E também importante
enfatizar que, a despeito da ampla distribuicdo do espectro mutagénico

de diferentes industrias, efluentes de empresas que produzem produtos
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afins induzem valores de poténcia mutagénica que diferem em apenas
uma ordem de magnitude o que, na maioria das vezes, pode ser atribuido
a uma classe especifica de composto quimico (Houk, 1992; Claxton et al.,
1998).

Na avaliacdo de amostras ambientais sujeitas a impacto de origem
rural, Rehana et al. (1996) utilizaraom o Teste de Ames para analisar
diferentes exiratos de amostras do rio Ganges, na India. Resultados
significativos de inducdo de revertentes foram obtidos nas cepas TA102,
TA98, TA100 e TA97, tendo sido observado um expressivo aumento na
resposta mutagénica, quando a fracdo S? foi adicionada ao sistema. A
andlise qguimica mostrou que os niveis de quase todos os pesticidas
organoclorados e organofosforados estavam acima dos limites permitidos
para corpos d'dgua, sugerindo que estes compostos tenham sido os
principais responsdveis pelos resultados de toxicidade genética
observados.

Adicionalmente, testes delineados para a deteccdo de eventos
associados com perda de cromossomos inteiros ou delecdes de
fragmentos cromossémicos, foram aplicados para a avaliacdo da acdo
genotdxica de amostras de corpos d'dgua sob a influéncia de despejos
industriais, urbanos e agricolas. Um exemplo do uso destes bioensaios
pode ser observado nas amostras coletadas no lago Taihu (China) -
submetido a constantes lancamentos de dejetos de industrias locais. O
Teste de Micronucleos em Vicia faba foi utilizado para a triagem de
mutdgenos em 39 sitios de coleta, possibilitando (i) observar diferentes
graus de mutagenicidade entre os pontos do Taihu e (ii)) mapear a
distribuicdo dos poluentes ao longo do lago. Ainda na tentativa de
detectar a provavel contribuicdo das dguas dos mananciais, que formam
o Taihu, na genotoxicidade observada, foi empregado o Teste de
Microntcleos em linfécitos humanos - em 5 dos principais rios que

desdguam no lago. Diagndsticos positivos foram detectados em 4 das 5
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amostras analisadas, demonstrando que tais corpos d'dgua estdo
contribuindo significantemente para a toxicidade genética observada no
lago Taihu (Kong et al., 1998). Ensaios de genotoxicidade em Allium cepa,
tanto para deteccdo de Mutacdes Cromossdmicas em Andfase, como de
Micronucleos, foram também utilizados por Grover e Kaur (1999) para a
avaliacdo do potencial genotdxico de amostras cruas e de extratos - ndo
s6 de esgotos urbanos, como também de lodo de efluentes de duas
indUstrias, uma de papel e outra de tintura de tecidos - na regido de
Amritsar, india. Ainda que os resultados do Teste de MicronUcleos tenham
sido negativos para todas as amostras derivadas do esgoto urbano, o
Teste de Mutacdo Cromossdmica em Andfase demonstrou um aumento
significativo na ocorréncia de mutagdes, em um nivel bem superior ao de
extratos de lodo industrial. Comparando os dois tipos de dejetos, assim
como os dados observados em ambos os ensaios genéticos, foi possivel
concluir gue os municipais induzem um efeito genotdxico superior aos dos
produzidos pelas indUstrias.

O Ensaio de Micronucleos em Tradescantia paludosa também tem
sido empregado para andlise de amostras ambientais, tendo como
principal vantagem - em comparacdo com os testes citogenéticos em
culturas de células de mamiferos e os ensaios de mutagenicidade em
bactérias - o fato de que este organismo experimental pode ser exposto in
situ, sem envolver qualguer processo de filtfracdo ou de concentracdo
(Steinkellner et al., 1999). Quando foi empregado como ferramenta para
determinar a genotoxicidade de amostras de dgua coletadas nos rios Kui
e Xiaoqging (China), os resultados revelaram 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
fipos de induUstrias. Entretanto, a amostra que induziu um maior aumento
na freqUéncia de micronucleos estd localizada préxima a descarga de

uma indUstria de pldsticos (Ji et al., 1999). Em relagcdo ao rio Xiaoging, as
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amostras induziram fortes respostas positivas — inclusive na concentracdo
mais baixa (25%) - o que aponta para altos indices de poluicdo 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
genotoxicos, as amostras coletadas na estacdo de seca mostraram uma
maior poténcia do que as coletadas durante a estacdo chuvosa, em
funcdo da maior concentracdo de toxinas presentes no periodo de
escassez de chuvas (Duan et al., 1999).

Através do Bioensaio de Micronicleos em Tradescantia, foi possivel
determinar os niveis de poluicdo de trés rios que passam pela cidade de
Fuzhou na China. Todas as amostras de adgua analisadas induziram niveis
significativos de micronucleos, quando testadas na sua forma ndo diluida.
Entretanto, os rios apresentaram graus de contaminacdo diferentes. A
origem da poluicdo € atribuida, 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 (Steinkelliner et al., 1999).

Utilizando trés bioensaios — delineados para a Deteccdo de
Mutacdes Cromossdémicas em Allium cepa, MicronUcleos e Mutacdo
Pontual em Tradescantia - Kong e Ma (1999) compararam a
genotoxicidade de amostras de dgua e de solo provenientes de diferentes
fazendas no estado de lllinois, EUA. Observaram que os extratos de solo,

assim como os corpos d'dgua adjacentes as regides agricolas, induziram
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aumentos significativos na freqUéncia dos diferentes eventos genotdxicos
avaliados, em ambos os organismos experimentais utilizados.

QOutro bioensaio utilizado na andlise de amostras ambientais € o
Teste Cometa, que foi capaz de detectar a presenca de subst@ncias
indutoras de lesdes no DNA - em amostras de dgua do rio Tirupur na india,
que estd sobre forte influéncia de dejetos de industrias téxteis e de
alvejantes. A caracterizacdo quimica das fracdes revelou a existéncia de
aminas aromdticas que sdo as responsdveis pelas respostas positivas
observadas nas culturas de linfécitos humanos, configurando que esta
contaminacdo estd relacionada ds indUstrias acima mencionadas
(Rajaguru et al., 2002).

Na busca da identificacdo dos riscos impostos ao ambiente por
contaminantes ambientais, um numero razodvel de bioensaios de curta
duracdo tem servido como excelente ferramenta para o monitoramento
do risco imposto por efluentes industriais, urbanos e/ou rurais, assim como
da qualidade dos corpos hidricos recipientes — reforcando a importancia e
a adequacdo do emprego de diferentes bioensaios de genotoxicidade

para a avaliacdo da qualidade dos sistemas aqudticos.

1.3. Caracterizagdao do Local de Estudo - Regido

Hidrogrdfica do Guaiba

A Regido Hidrogrdfica do Guaiba abrange o eixo que vai da regido
metropolitana de Porto Alegre (comecando na Ponta do Gasémetro e
percorrendo 50 km até a Laguna dos Patos), a Caxias do Sul, chegando a
Passo Fundo e SGo Gabriel. Tem uma drea de 84.763 km?, o equivalente a
30% do territério galcho. Nela, estdo situados os nucleos industriais mais
importantes do estado, concentrando 2/3 da producdo industrial do Rio

Grande do Sul, e os centros urbanos mais populosos, onde vivem 70% da
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populacdo. Nesta drea situam-se siderUrgicas, refinarias de petréleo,
indUstrias de celulose e papel, de cimento, termoelétricas a carvéo e pdlo
petroguimico, dentre outfras plantas industricis. Somam-se a isto as
atividades agricolas, como as lavouras de arroz e fumo, que consomem
20% de agrotdxicos vendidos no pais, os lotfeamentos nas margens dos rios
ou em dreas de nascentes, as atividades decorrentes da vida urbana,
assim como o despejo de adguas de lavagem, dleo e lixo resultantes das
atividades portudrias. O Guaiba, é formado pelos rios Jacui (84,6%), dos
Sinos (7.5%), Cai (5,2%) e Gravatai (2,7%), recebendo também as dguas
dos arroios situados em suas margens.

Na Regido Hidrogrdfica do Guaiba localizam-se 251 municipios,
distribuidos em oito sub-bacias, definidas pelo Sistema Estadual de
Recursos Hidricos, em funcdo do maior rio que drena a sua drea fisica e
que passam a constituir as unidades regionais de planejamento: Guaiba,
Gravatai, Sinos, Cai, Taquari-Antas, Alto Jacui, Vacacai — Vacacai Mirim e

Pardo/Baixo Jacui (Figura 3).

1.3.1. Bacia do Guaiba

Os rios Gravatai, Sinos, Cai e Jacui contribuem para a formacdo do
Guaiba, que, por sua vez, margeia os municipios de Porto Alegre, Eldorado
do Sul, Guaiba, Barra do Ribeiro e Viamado, desembocando na Laguna dos
Patos, limite sul da Regido Metropolitana de Porto Alegre. Os principais
afluentes do Guaiba, na margem direita, originam-se em regides dentro
do contexto da unidade geomorfolégica do Escudo Sul-Riograndense e
s@0 0s arroios Petim, Ribeiro, do Conde e Aracd. Na margem esquerda, os

arroios Diluvio, Salso, Taquara e Ifapud desdguam diretamente no Lago
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Figura 3: Regido Hidrogrdfica do Guaiba e suas Sub-Bacias (Pré- Guaiba,
2004)

Guaiba. O lago Guaiba é o receptor dos efluentes das cidades de Porto
Alegre, Guaiba, Eldorado do Sul, Barra do Ribeiro e Viamdo além de
receber as contribuicdes de seus formadores, os rios Cai, Jacui, Sinos e

Gravatai.

1.3.2. Bacia do Gravatai

A sub-bacia Gravatai € uma bacia de pegquena dimensdo, ndo
existindo afluentes de porte em termos de vazdo. O rio Gravatai recebe a
contribuicdo de alguns arroios drenantes das dguas de vertentes, tais
como o Demétrio e o Barnabé, alimentados pelas chuvas, e dos banhados
a montante, nas imediacdes de Santo Antbnio da Patfrulha. Este curso
d'dgua desemboca no Delta do Jacui - suas nascentes localizam-se no
divisor de aguas com o rio dos Sinos a 400 m de altitude. A regido do

Banhado Grande, originalmente de maior extenséo, funciona, sob o ponto
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de vista hidrolégico, como um regulador de vazdes a montante do rio
Gravatai.
Nesta sub-bacia predominam atividades tipicamente rurais, na drea

de vdarzeas, e o uso urbano-industrial a jusante da cidade de Gravatai.

1.3.3. Bacia do Sinos

O rio dos Sinos tem suas nascentes junto ao municipio de Riozinho,
na zona leste do Estado, correndo no sentido leste-oeste até a regido de
Campo Bom, quando inflecte para a esquerda assumindo a direcdo
norte-sul até desembocar no Delta do Jacui. Os seus principais afluentes
sdo os rios Paranhana, Padilha, Rolante e o arroio da Areia.

Esta sub-bacia sofre forte acdo antrépica, nos cursos médio e baixo
e na bacia do Paranhana, ocasionada por uma intfensa concentracdo

urbano-industrial.

1.3.4. Bacia do Cai

O rio Cai possui suas cabeceiras no municipio de Sdo Francisco de
Paula na unidade geomorfoldgica do Planalto, desenvolvendo-se na
direcdo leste-oeste até as proximidades de Nova Petrépolis, a partir de
onde passa a fluir no sentido norte/sul, nos arredores de Sdo Sebastido do
Cai, até sua desembocadura no Delta do Jacui. Os principais tributdrios
deste rio, em sua margem esquerda, sdo o rio Santa Cruz e arroio da
Cadeia, e, em sua margem direita, os arroios Piai e Forrameco.

Esta regido caracteriza-se por atividade agricola em peguenas
propriedades e uso urbano-industrial acentuado, principalmente na regido

de Caxias do Sul, Bento Gongalves e Nova Petropolis.
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1.3.5. Bacia do Taquari-Antas

O rio das Antas e o rio Taquari sdo os principais cursos de dgua
formadores desta sub-bacia, também de grande importdncia territorial e
sécio-econdmica.

O rio das Antas possui suas nascentes nos municipios de Cambard
do Sul e Bom Jesus, dentro da unidade geomorfoldégica do Planalto,
correndo no sentido leste-oeste, onde predomina a atividade pecudria.
Este perfii comeca a se modificar na altura de Anténio Prado, onde
predomina a atividade agricola intensiva em pequenas propriedades e
onde ocorrem densidades populacionais mais altas. O rio possui como
principais tributdrios em sua margem esquerda, os rios Santana, Tainhas,
Lajeado Grande e em, sua margem direita, o rio Turvo e o arroio da Esteira.

A partir da sua confluéncia com o rio Turvo, este rio passa a se
denominar Taquari, inclusive adquirindo maior expressdo em ftermos de
volume. O rio Taquari, em seu percurso norte-sul sobre a unidade
geomorfolégica da Borda Erodida do Planalto, desemboca no rio Jacui,
na regido de Triunfo. Os principais afluentes deste rio, na sua margem
esquerda, sdo os arroios Potreiro e Catupi e, na sua margem direita, os rios
Carreiro, Guaporé, Forqueta, Taquari-Mirim e o arroio Sampaio.

Os cursos de dgua da margem esquerda sdo muito influencidos por
atividades como a mineracdo e a agricultura. J& os cursos da margem
direita sofrem grandes intervencdes causadas por aglomerados urbanos

industriais.

1.3.6. Bacia do Alto Jacui

O rio Jacui possui suas nascentes proximas a cidade de Passo Fundo,
sobre a unidade geomorfolégica do Planalto Meridional, numa altitude

aproximada de 730 m. O rio desce o Planalto no sentido norte-sul, até sua
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confluéncia com o rio Vacacai, na regido correspondente ao municipio
de Cachoeira do Sul. Os principais cursos d’agua contribuintes do rio Jacui
sdo, em sua margem direita, os rios Jacui-Mirim, Ivai, Saturno, Vacacai-
Mirim e Vacacai e, em sua margem esquerda, o rio Jacuizinho, e os arroios
Curupd, S@o Bento e Porongos.

Durante seu percurso, este rio passa por regides em que prevalecem
caracteristicas geogrdficas e sécio-econdmicas distintas, havendo forte
interferéncia de atividades agricola, mineracdo de pedras preciosas (Salto
do Jacui) e industrial (regido de Passo Fundo). Além disto, o rio sofre
represamento pelas barragens de Passo Real, Ernestina e Italba, na regido

a montante de Salto Jacui.

1.3.7. Bacia do Vacacai - Vacacai Mirim

O rio Vacacai possui suas nascentes na regido do municipio de Sdo
Gabiriel, correndo no sentido sudoeste — nordeste até as proximidades da
cidade de Santa Maria, onde sofre uma inflexdo para a direita, passando
a correr no sentido oeste-leste até desembocar no rio Jacui. Os principais
tributdrios deste rio sdo, na sua margem esquerda, o arroio Arenal e na
margem direita o rio SGo Sepé e o arroio Igd. Outro rio importante nesta
sub-bacia é o rio Vacacai-Mirim, que desagua na margem direita do rio
Jacui e drena, principalmente, o municipio de Santa Maria.

O solo é ocupado preponderantemente por latifindios, onde é

desenvolvida extensiva atividade agro-pecudria.

1.3.8. Bacia do Pardo/Baixo Jacui

Apds a confluéncia com o rio Vacacai, o rio Jacui sofre uma inflexdo
para a esquerda passando a correr sobre a unidade geomorfoldégica da

Depressdo Central, no sentido oeste-leste por cerca de 300 km, até sua foz



36

no Delta do Jacui junto & cidade de Triunfo. Na sua margem esquerda, 0s
principais tributdrios do rio Jacui, em seu curso médio a inferior, sGo os rios
Pardo, rio Taquari e arroio Gil; na sua margem direita, sdo os arroios Itapod,
Pequeri, Capivari, dos Ratos e lbacuru.

A regido ao longo do curso médio do rio Jacui sofre muitas
interferéncias causadas pela atividade antrépica, sendo caracteristica a
atividade minerdria de carv@o mineral na regido de Charqueadas e Sdo
Jerbnimo. No seu curso inferior € caracteristica a atividade urbana e
industrial, destacando-se o Pdélo Petroquimico de Triunfo (Pro-Guaiba,
2001).

1.3.9. Avaliacao da Genotoxicidade

A estimativa da toxicidade genética associada a Regido
Hidrogrdfica do Guaiba, iniciou-se em 1983, centrada no curso final do rio
Cai - uma vez que esta regido sofre influéncia direta do Pdlo Petroquimico
do Sul. Foram avaliados vdrios pontos localizados no interior do complexo
industrial - bacias de acumulacdo e seguranca, efluentes industriais, dreas
de extravasamento de dguas do parque industrial, bem como os arroios
Canal Sul, Norte e Bom Jardim — que mostraram, na sua maioria, respostas
positivas no Teste Salmonella/Microssoma (Vargas et al., 1988). O espectro
de respostas mutagénicas positivas incluiu: Km 24,1 (6%), Km 18,6 (25%), Km
13,6 (42%), Km 13,3 (15%) € Km 10,6 (12%). Os pontos com os trés maiores
valores de poténcia mutagénica estdo localizados préximo das dreas de
disposicdo do efluente liquido, bacias de acumulacdo e seguranca da
drenagem pluvial, assim como no Canal Sul. O Ensaio de Microtriagem por
Inducdo Lisogénica foi a segunda metodologia de avaliacdo genotdxica
empregada mostrando resposta fraca positiva no Km 10,6 ou positiva nos
demais locais de amostragem, & excecdo do Km 18,6 — quando em

auséncia de metabolizacdo. J& em presenca de S9 ndo foram
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evidenciadas diferencas estatisticamente significantes entre os diferentes
pontos de coleta e os respectivos controles negativos - sugerindo que as
genotoxinas presentes nestas amostras sdo de acdo direta e que em
presenca de enzimas de metabolizacdo sdo encaminhadas para
detoxificacdo. Também foi estimada a atfividade mutagénica e
recombinogénica destas amostras, na fase estaciondria e exponencial de
crescimento da levedura Saccharomyces cerevisae. Na fase estaciondria,
observou-se acréscimo nas freqUéncias de eventos relacionados com
permuta (Km 24,1) e conversGo génica (Km 18,6 e 13,6). Entretanto, na
fase exponencial, os resultados estatisticamente significantes restringiram-
se apenas 4 inducdo de permuta mitética no Km 18,6. Segundo os
autores, a variabilidade da resposta observada deve-se a variacoes
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 vitro para a avaliaocdo da inducdo de aberracoes
cromossémicas, utilizando o Método de Bloqueio da Citocinese (CBMN),
em cultura de linfécitos humanos - nos mesmos locais avaliados por Vargas
et al. (1988), com inclusGo do ponto Km 14,1. Os resultados obtidos
revelaram a presenca de substdncias com potencial clastogénico e/ou
aneugénico em todos os sitios de amostragem. A inducdo de
micronucleos foi mais freqUente no Km 18,6 - localizado préximo & drea de
disposicdo do efluente industrial final liquido e da drenagem da drea de
disposicdo dos residuos sdlidos - 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).
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Na tentativa de avaliar e comparar os riscos impostos pelos efluentes
industriais e urbanos - lancados no curso final do rio Cai - foi empregado o
Teste para Deteccdo de Mutagcdo e Recombinacdo Somdtica (SMART),
em Drosophila melanogaster. Através desta metodologia dejetos urbanos
foram diagnosticados como indutores de recombinacdo somdtica,
embora os pontos sob influéncia de descargas industriais tenham sido
caracterizados como destituidos de acdo genotdxica (Amaral et al., no
prelo).

Da mesma forma que o Cai, o rio dos Sinos também vem sendo alvo
de estudos, j&@ que estd sob a influéncia direta de descargas de indUstrias
metallrgicas, quimicas, téxteis, de alimentos, couro e calcados - ainda
gue o diagndstico de substdncias genotdxicas neste manancial seja muito
recente. O trabalho delineado por Vargas et al. (2001) visou avaliar a
genotoxocidade de amostras de dagua, superficial e intersticial, e de
sedimentos do rio dos Sinos, através dos testes de Salmonella/Microssoma
e de Microtriagem por Inducdo Lisogénica, utilizando o método direto e o
de fracionamento. Em relacdo ao primeiro ensaio, foi observada a
presenca de compostos mutagénicos, restrita aos sedimentos, frente &
linhagem TA97, na auséncia de ativacdo metabdlica. Entretanto,
respostas positivas foram detectadas, tanto nas amostras de dgua quanto
nas de sedimento, quando o feste empregado foi o de Inducdo
Lisogénica. A toxicidade genética dessas amostras foi atribuida a metais
pesados e a compostos orgdnicos, presentes nas fracdes polares e ndo-
polares.

Quando amostras de dgua e de sedimento do Lago Guaiba - que
estdo sob influéncia direta de dejetos de origem urbana provenientes da
cidade de Porto Alegre - foram avaliadas através do Teste de Ames e do
de Aberracdes Cromossdmicas em medula éssea de camundongos foram
enconfrados dados positivos somente nas amostras de sedimento

avaliadas na linhagem TA?8, sem adicdo da fracdo S? (Guimmler-Luz et
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al.,, 1992; Rolla, 1995; Rolla e Henriques, 1996; 1997). Recentemente, foi
desenvolvido um estudo que procurou avaliar a mutagenicidade das
dguas superficiais dos rios que compdem a Regido Hidrogrdfica do
Guaiba, através do Teste de Ames - sendo observada apenas uma
resposta  positiva na linhagem TA98, em presenca de ativacdo
metabdlica, restrita a amostra coletada no lago Guaiba. Foram também
evidenciados indicios de mutagenicidade nos rios dos Sinos, Cai e Jacui, -
relacionados basicamente a presenca de mutdgenos de acdo indireta
cuja acdo estd restrita a inducdo de mutagdes por substituicdo em pares
de base. Na tentativa de estabelecer uma correlacdo entre estas
respostas e a presenca de genotoxinas especificas, as amostras foram
analisadas para a idenfificacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (criseno e benzo[a]pireno), de pesticidas (pentaclorofenal,
organofosforados e carbamatos) e de elementos inorgdnicos. Estas
andlises sugerem que os indicios de mutagenicidade observados estdo
relacionados exclusivamente 4 presenca de compostos inorgdnicos
(Villela, 2001).

1.4. O Teste SMART

Dentre os bioensaios ainda pouco utilizados para avaliagcdo do
potencial genotdxico de amostras ambientais, encontra-se o teste para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somdatica - SMART - em células
somdticas de Drosophila melanogaster. O SMART, além de ufilizar um
organismo experimental eucarioto, com estreita similaridade genética e
bioquimica quando comparado aos mamiferos (St. John e Xu, 1997),
possibilita a deteccdo simulténea de mutacdo génica, aberracdes
cromossémicas — representadas por eventos aneugénicos e clastogénicos
- e/ou recombinacdo somdtica (Graf et al., 1984; Wirgler e Vogel, 1986;

Vogel e Zijistra, 1987). Permite, também, a deteccdo de genotoxinas de
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acdo direta, assim como daquelas que, somente quando metabolizadas
exercem sua atividade genotéxica (Graf e Singer, 1989; Frolich e Wirgler,
1990; Graf e van Schaik, 1992; Delgado-Rodriguez et al., 1995).

Neste ensaio genético, a amostra a ser analisada entra em contato
com as células dos discos imaginais presentes na larva, que proliferam até
se diferenciarem, durante a metamorfose, em estruturas das asas da
mosca adulta. A andlise dos possiveis danos causados é feita pela
observacdo de grupos celulares (manchas) com fendtipo marcador
especifico (fir ou mwh), que se manifesta visualmente na forma de
fricomas mutantes. Estes fendtipos expressam-se devido & perda da
heterozigose, induzida pelos diferentes tipos de eventos genotdxicos
acima referidos. Enquanto o nUmero de manchas fornece resultados
quantitativos sobre os danos induzidos, os tipos de manchas ddo
informacdes sobre a natureza da les@o que os originou. Manchas simples —
que expressam apenas um dos fendtipos mutantes, fird ou mwh - indicam
a ocorréncia de mutacdo génica e/ou cromossdémica, assim como de
eventos recombinogénicos. Por outro lado, manchas gémeas — formadas
por clones flr e mwh adjacentes — sGo originadas exclusivamente por
recombinacdo somdtica (Graf et al., 1984). Também o tamanho das
manchas pode nos fornecer informacdes valiosas, j& 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
genético (Graf, 1995).

Aproximadamente 400 compostos - documentados em
aproximadamente 100 publicagdes - jd foram analisados através do teste
SMART de asa, sendo, na sua maioria, produtos puros. Da mesma forma,
misturas complexas também j& foram testadas, dentre elas algumas
bebidas — alcodlicas ou ndo — extratos de chds, diferentes tipos de cafés,
vinhos e conhague (van Schaik et al., 1984; Graf e WuUrgler, 1986; Graf et

al., 1992; Andrade et al., 2004). Este bioensaio foi ainda aplicado para
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investigar o potencial genotdxico de particulas aéreas (Graf e Singer, 1989;
Delgado-Rodriguez et al., 1995; 1999). Os resultados destes estudos — que
apresentaram uma boa correlacdo com aqueles obtidos através do Teste
de Ames - demonstraram a sensibilidade do teste SMART em relacdo &
fracdo orgdnica de amostras ambientais (Delgado-Rodriguez et al., 1995).
Entretanto, pode-se dizer que o Teste SMART de asa tem sido ainda
muito pouco ulilizado para avaliacdo da genotoxicidade de amostras
ambientais e, desta forma, pouco explorado como uma ferramenta para
o diagndstico da toxicidade genética associada ao meio ambiente.
Portanto, tanto sua adequacdo como sua sensibilidade para este fim sdo

ainda pouco conhecidas.

1.5. Teste CBMN

O teste de micronUcleo in vitro € uma importante ferramenta para a
Genética Toxicoldgica, sendo amplamente empregado nas dreas de
ecotoxicologia (Gauthier et al., 1999), nutricdo (Fenech e Rinaldi, 1995;
Fenech e Ferguson, 2001), biomonitoramento de populacdes humanas
(Fenech et al., 1999), epidemiologia molecular (Norppa, 1997, Falck et al.,
1999) e principalmente na identificacdo do potencial genotéxico de
agentes quimicos e fisicos (Kirsch-Volders, 1997), assim como, de amostras
de origem ambiental (Lemos e Erdtmann, 2000).

O Teste de Micronuicleo baseia-se na identificacdo de fragmentos
cromossdmicos ou de cromossomos inteiros que ndo estdo integrados ao
conjunto de cromossomos de uma célula - formando, assim, um pequeno
nucleo individual, chamado microndcleo (MN). A andlise de MN é usada
como padrdo de aberracdes cromossdémicas em organismos eucaridticos,

sendo, portanto, utilizada na deteccdo de agentes que interferem no
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processo de ligacdo do cromossomo as microfibras do fuso ou aqueles
capazes de induzir quebras cromossdmicas (Fenech, 2000).

Em funcdo da dificuldade de obtencdo de células eritropoéticas da
medula éssea humana, foram desenvolvidas técnicas de andlise de MN
em células cultivadas, a partir de linfécitos humanos provenientes de
sangue periférico. Estas células sdo de facil obtencdo e estdo, na sua
maioria, na fase Go do ciclo celular. Os linfocitos transitam no sangue,
passam atfravés do baco, dos ndédulos linfaticos e outros tecidos, e voltam
a circulacdo sanguUinea através dos ductos linfaticos. O tempo total de
recirculacdo é de aproximadamente 12 horas. Este sistema permite,
portanto, a deteccdo de mutacdes tanto em linfécitos do sangue
periférico como naqueles distribuidos em diferentes &érgdos - este
par@dmetro é de fundamental importéncia na investigacdo de populacdes
humanas expostas a contaminantes quimicos e fisicos (Ferrari, 1991).

O Teste de MN em cultura de linfécitos humanos — Ensaio CBMN
(Cytokinesis-Block Micronucleous Assay), baseia-se no uso da citocalasina
B (CIT-B), conforme proposto por Fenech e Morley (1985), que € um agente
inibidor da polimerizacdo da proteina actina necessdria para a formacdo
do anel de microfilamentos que induz a confragcdo do citoplasma e
clivagem da célula em duas células-filhas - citocinese. O emprego da
citocalasina B resulta em um acUmulo de linfécitos binucleados a partir de
células que passaram por apenas um ciclo de divisGdo. Havendo a
formacdo de micronuUcleos, eles também ficardo contidos no citoplasma.
Desta forma, a andlise em células binucleadas, permite uma medida mais
precisa da freqUéncia de células micronucleadas, j& que seria necessdrio
analisar o dobro de linfécitos mononucleados para observar o mesmo
nivel de lesdes observados em binucleados (Fenech, 1997).

Este teste tem sido amplamente empregado, uma vez que
apresenta algumas vantagens: (i) facilidade na identificacdo das células

binucleadas portadoras de microndcleo, o que torna o teste mais sensivel
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e acurado; (ii) deteccdo da citotoxicidade associada & extensdo e
progressdo da divisdo celular (iii) instabilidade genémica e amplificacdo
génica relacionadas, respectivamente, a pontes nucleoplasmdticas e
broto nuclear (Fenech, 2000). Além disso, as continuas inovacoes
introduzidas no protocolo sinalizam para a ampliacdo da aplicabilidade
do teste na solucdo de novos problemas, assim como para a definicdo de
seu uso como parte da bateria de testes recomendados pelas agéncias
governamentais para o registro de novos produtos que enfram

anualmente no mercado mundial.
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1.6. Objetivos

Sdo notdrias a necessidade e a urgéncia de se avaliar os riscos
genéticos impostos pelos residuos decorrentes da acdo antrépica sobre os
ecossistemas. A alta concentracdo dos dejetos de origem urbana e
industrial lancados na drea da Regido Hidrogrdfica do Guaiba € um dos
principais problemas ambientais da regido — esgotos domésticos, residuos
industriais, lixo domiciliar e poluicdo do ar por fontes industriais e veiculares.
Nas dreas rurais, os problemas mais criticos sGdo a erosdo do solo, o
assoreamento dos cursos d'dgua, a contaminagdo por agrotdxicos, assim
como de residuos orgdnicos (FEPAM, 2003). Adicionalmente, a utilizacdo
de bioensaios mais informativos como hdbeis ferramentas para avaliar a
genotoxicidade neste tipo de drea de risco é outro aspecto de
fundamental importéncia.

Denftro deste contexto, o presente frabalho teve como objetivos:

@ Avadliar através do Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinacdo Mitdtica (SMART) em Drosophila melanogaster
amostras de dgua superficial de diferentes pontos da Regido
Hidrogrdafica do Guaiba que sofrem influéncia direta de dejetos
liguidos ndo tratados, que estdo sob influéncia de atividade

agricola, urbana e/ou industrial.

» Dentro desta mesma perspectiva, foi empregado o Teste de
Micronucleos com Blogueio de Citocinese (CBMN) em cultura de
linfécitos humanos, visando correlacionar os dados obtidos neste
ensaio com os observados no SMART, na busca de delinear o
provdvel mecanismo de acdo das genotoxinas que estdo presentes

nos diferentes rios que formam a Regido Hidrogrdfica do Guaiba.
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Capitulo I

Genetic Toxicity In Surface Water From Guaiba
Hydrographic Region Under The Influence Of
Industrial, Urban And Agricultural Sewage In The

Drosophila Wing-Spot Test

Environmental Pollution, enviado para publicagdo
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Abstract

Mutagenic and recombinagenic activity of surface waters in the
Guaiba Hydrographic Region (RS, Brazil) was investigated using the SMART
in Drosophila melanogaster. Two positive results in Cai River (September
2000 and August 2001) and in Taquari River (August 2001 and February
2002) - linked to direct recombinagenic toxicants were observed. In Jacui
samples, an indirect mutagenic and recombinagenic action was detected
in September 2000 collection and a direct recombinational activity was
observed in February 2002. Also in February 2002 - samples from DilUvio
Brook and Guaiba Lake (GPC) were able to induce wing spots by mitotic
recombinagenesis. The former sampling site showed toxicants to have a
direct action, and the latter an increment in mitotic recombination that
depended on metabolic action. The SMART wing test shows that all positive

responses were mainly related to homologous mitotic recombination.

Keywords: SMART, Genotoxicity, Guaiba Hydrographic Region,

Drosophila melanogaster, Mitotic Recombination.
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1. INTRODUCTION

In the current study, the wing Somatic Mutation and Recombination
Test (SMART) in Drosophila melanogaster was used to assess the
genotoxicity of river water samples from Guaiba Hydrographic Region (Rio
Grande do Sul, Brazil), which covers 84 763 km2 and spreads onfo 251
counties. About 6.5 million people inhabit 30% of the state territory, the
majority in urban (83.5%) and only 16.5% in rural areas. Nine hydrographic
basins are responsible for more than 70% of the state's gross domestic
product (Figure 1). The intense economic activity, mainly industrial and
agricultural, has created a severe pressure upon the state’s natural
resources. The major environmental problems within the urban areas are
the industrial contamination, the irregular waste disposal and the untreated
sewage runoff into water streams. In the rural areas, the environmental
damage is caused by the pollution of agricultural chemical products,
deforestation, lack of basic sewage treatment system, erosion and
salutation of rivers and streams (Pro-Guaiba, 2004).

The Drosophila wing SMART provides a rapid means to assess the
potential of chemicals and/or complex mixtures to induce loss of
heterozygosity (LOH), resulting from gene mutation, chromosomal
rearrangement — related to homologous recombination - chromosome
breakage, or chromosome loss (Andrade et al., 2004). This bioassay makes
use of several features that would make it a very suitable system for
monitoring and analyzing samples contaminated with genotfoxins from
different sources. This test appraised environmental contamination,
including airborne particulate matter, at two different sites on two dates in
Mexico City (Delgado-Rodriguez et al., 1999) and was also applied to
monitor the genetic toxicity of surface waters under the influence of urban
and industrial discharges in the Cai river (Rio Grande do Sul, Brazil), proving

its sensitivity to detect contamination from urban and industrial discharges.
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In spite of this, the applicability of SMART to studies of genetic toxicity of
environmental pollutants has not yet been documented to the same
extent as it has been to the 400 and more chemical compounds already
tested (Andrade et al., 2004). All in all, we employed the SMART in an
attempt to reveal whether it is sufficiently sensitive to evaluate the impact
of a possible environmental contamination — especially concerning the

broad spectrum of genetics end points monitored.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Collection sites and sampling

In order to assess the genotoxicity of the Guaiba Hydrographic
Region eight monitoring sites were chosen: (i) Cai, Taquari, Jacui, Gravatai,
Sinos Rivers, (i) Dillvio Brook, and (iii) two sites on Guaiba Lake — Guaiba
past the mouth of Dilivio (GAD) and Guaiba Gasémetro (GPC) — (Table ).

Water samples were collected in this area, according to Vargas et al.
(1993). About one liter of surface water was collected at a distance of ~50
m downstream each point — stored at 4°C for 4 days, and then divided into
aliquots and kept in a freezer at -20°C. Samples from all monitoring sites
were collected in September 2000, August 2001, February 2002 and May
2003.

2.2. Physicochemical analyses

At the onset of each collection, pH, dissolved oxygen, conductivity
and temperature from air and water were analysed. Measurements were

made at each site at the same time, early in the morning (Table 11).

2.3. Wing Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)

2.3.1. Strains

a. mwh: The marker multiple wing hairs (mwh, 3-0.3), which is a
completely recessive, homozygous viable mutation, is kept in a

homozygous mwh strain..

b. fir3/ In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx34e e BdS : The marker flare3 (fir3,
3-38.8) is a recessive mutation that affects the shape of wing hairs,

producing a tfrichome that has the shape of a flare. Due to their zygotic
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lethality, theses alleles are kept in stocks over balancer chromosomes
carrying multiple inversions and a dominant marker that is homozygous
lethal (TM3, BdS).

c. High Bioactivation (HB) line: ORR/ORR; fIr3/ In(BLR)TMS3, ri pP sep
[(3)89Aa bx34e e BdS. The ORR strain has chromosomes 1 and 2 from a DDT-
resistant Oregon R(R) line, which are responsible for a high constitutive level
of cytochrome P(CYP)6A2 (Hdallstron and Blanck, 1985).

2.3.2. Culturing and treatment of tester strains

The genetic toxicity of Guaiba Hydrographic Region samples was
accessed using two versions of the SMART: (i) Standard cross (ST): fir3/ TM3,
BdS females to mwh/mwh males; (i) High Bioactivation cross (HB):
ORR/ORR; flr3/ TM3, Bds females to mwh/mwh males. Eggs from the two
crosses were collected for 8 h on standard medium enriched with baker’s
yeast supplemented with sucrose. Three days later the larvae were
transferred to vials containing 1.5 g of mashed potatoes (Yoki) rehydrated
with 5 ml of the water samples. Negative control (distiled water) was
always included. The ftreated individuals remained in the vials upon

emergence of the surviving adulf flies.

2.3.3. Scoring of Wings

Adult flies, mwh +/ + flr3 and mwh +/ TM3, Bds genotypes, from both
the ST, and HB crosses, were collected and stored in 70% ethanol. Their
wings were mounted in Faure's solution and inspected under 400 X
magnification for the presence of mosaic spots. On marker-heterozygous
wings, two types of mutant spots could be observed: (i) single spots, either
mwh and flr3, which can be produced by somatic point mutation,

chromosome aberration as well as mitotic recombination, and (i) twin
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spots, manifest fir and mwh phenotypes in the same clone, which are
originated exclusively from mitotic recombination. On balancer-
heterozygous wings, mwh spots should reflect predominantly somatic point
mutation and chromosome aberration, since products of mitofic
recombination involving the TM3 chromosome and its structurally normal

homologues are probably unviable.

2.3.4. Statistical analysis

To evaluate the statistical significance of the results obtained, we
followed a multiple decision procedure of Frei and Wurgler (1988), which
makes four different diagnoses: positive, weakly positive, negative or
inconclusive. The frequencies of each type of mutant clones per fly of a
freated series were compared pair-wise (i.e., control vs. water samples)
using the conditional binomial test of Kastembaum and Bowman (1970).
Genotoxicity evaluation employed a two-fold rule where positive
identification of genetic toxicity requires a total spot response two-fold
greater than the negative control, without the requirement of a clear

concenfration-response relationship (Cunha et al., 2001; Tiburi et al., 2002).
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3. RESULTS

The physicochemical characterization of the surface waters, made in
situ, is summarized in Table Il. Dissolved oxygen figures were not constant
along the collection/sampling sites and in the different collection months.
In the Gravatai and Sinos Rivers, as well as in the Diluvio Brook, low values
for critical dissolved oxygen were detected - 0.0 mgO»/l at Gravatai in
February and May. Regarding conductivity, higher values in DilUvio Brook
were observed in all collections — the observation that higher conductivity
and lower dissolved oxygen figures occurred concomitantly indicated an
exiremely degraded environment. Air and water temperatures were
relatively constant along the monthly collections, although in August values
above the expected ones were detected. For majority of the samples from
September, August and February the pH values were slightly acid, as well
as, in the samples from GAD, GPC, Gravatai and DilUvio Brook in May was
detected, but an alkaline pH also was measured in the May samples.
However, the Spearman’s correlation analysis revealed no statistically
significance as regards genetic toxicity.

The water samples from Guaiba Hydrographic Region — collected in
September 2000, August 2001, February 2002 and May 2003 - were assayed
in two independent experiments with larvae from ST and HB crosses treated
simultaneously under identical conditions. No differences between
repetitions were observed. Therefore, the data were pooled and are shown
in Table lll, where the spot data are given for the mwh/flr3 genotype. When
a previous positive response was obtained in the marker-heterozygous flies,
the balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were also analyzed.
Significance testing was performed on the number of spofs in treated
groups and the corresponding concurrent negative conftrols. For each
sample in each collection 3 904 000 cells were scored in both ST and HB

crosses, which means an extensive sample size.
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In analyses conducted with flies of the mwh/flr® genotype, only Cai
and Jacui water samples - collected in September 2000 - displayed
significant increases in the frequencies of total spots. In Cai River these
increments where observed in the ST cross, although for the Jacui samples
these increments were observed only for the HB cross. These data not only
demonstrated that both samples were capable of damaging the DNA of
D. melanogaster somatfic cells, but also indicated that the samples from
Cai and Jacui Rivers contain, respectively, direct and indirect genotoxin. In
an aftempt to confim and quantify the mutagenic and/or
recombinagenic potential of theses samples, we subsequently performed
the analysis in the mwh/TM3 flies. Although the frequency of total spofs
induced in this genotype was much lower than in the mwh/flr3 flies, our
results indicated that samples from Jacui induced statistically significant
increases in total spots, while samples from Cai did not cause any
significant increment in the frequency of spots. This means that the
genotoxins present in Jacui samples not only act as indirect agents but also
have the ability fo induce both mutational and mitotic recombinational
events.Concerning Cai samples the direct achievement was associated
with homologous mitotic recombination, which is the primary cause of the
significant increments observed in the SMART (Table 1lI).

In relation to the samples collected in August 2001, positive responses
were noticed in both Taquari and Cai Rivers. In these collection points, only
the frans-heterozygous genotype in the ST cross exhibited stafistically
significant effects on the frequency of fotal spofs, which makes the
genotoxins present in these two samples elicit their effects on DNA by their
direct and recombinagenic action.

The majority of the positive responses from Guaiba Hydrographic
Region were observed in the summer collection, February 2002 - samples
from Jacui and Taquari Rivers and DilUvio Brook, which were able to induce

wing spots in the trans-heterozygous flies from ST cross. Since negative
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outcomes were obtained in the balancer-heterozygous flies - these results
are exclusively linked to direct recombinational events. Concerning the
sample from Guaiba Lake (GPC), a positive response was observed in the
HB cross and in the mwh/fIr3 flies, which means that the genetic toxicity of
this point is related to indirect and recombinagenic genotoxins. The
genetic toxicity figures for all samples collected in May 2003 did not show
significant increases in any of the spot categories analyzed, revealing that
they do not induce mutagenic and/or recombinagenic events in somatic

cells (Table 1ll).
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4. DISCUSSION

In this work the mutagenic and/or recombinagenic potential of several
sites along the Guaiba Hydrographic Region were analyzed. Two positive
results were observed in Cai River - September 2000 and August 2001 -
linked to direct recombinagenic toxicants, which may be related to the
principal environmental impact: the volume of domestic sewage disposal
from Caxias do Sul areq, in the mountain region. Additionally, the rugged
relief of the region causes rainwater to flown promptly away instead of
remaining for longer in that environment, consequently impeding the
dilution of the residues. Although a series of experimental evidence pointed
out urban wastewater to contain mutagenic agents with direct action on
genetic material (Ohe et al., 2003), no literature data was available
concerning the recombinagenic properties of these urban discharges.
Concerning Jacui samples, an indirect mutagenic and recombinagenic
action was detected in the September 2000 collection and a direct
recombinational activity was observed in February 2002. Particularly in the
Lower Jacui Basin, the major environmental impacts are caused by coal
mining industry, as well as chemical, plastic, rubber, steel and food
industries. The major environmental impacts on the Taquari River are the
use of agricultural chemicals in the apple farms and the sewage disposal
from the Northeastern Urban Agglomerate side by side with a natural water
accumulation deficiency. The samples collected in August 2001 and
February 2002 caused DNA rearrangements related to direct and
recombinagenic toxicants. In the February 2002 collection, samples from
Diluvio Brook and Guaiba Lake (GPC) were able to induce wing spofts by
mitotic recombinagenesis — toxicants were proved to have a direct action
in the first set of samples, although for the second one the observed
increment in mitofic recombination depended on metabolic activation.
The waters from Gravatai, Sinos, Cai and Jacui Rivers flow into the Delta of

the Jacui, which forms the Guaiba Lake - the environmental impact in the
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Lake is caused by untreated sewage runoff from the capital and from
polluted waters of the Gravatai and Sinos Rivers, as well as from food,
metallurgic and pulp industries. Additionally, Dillvio Brook receives
untreated domestic sewage discharges from the capital, and flows into the

Guaiba Lake, contributing to severe environmental hazard in this region.

Collectively, mutagenicity evaluations of river waters provide an
indication of the potentfial mutagenic hazard in the absence of a priori
knowledge about the identity of the putative toxicants (Ohe et al., 2003). A
number of studies of large rivers flowing through metropolitan areas have
detected significant levels of surface water mutagenicity (Ohe et al., 2003;
Isidori et al., 2004). It is always debatable whether the nature of chemicals
or their hazardous effects are more important in risk assessment studies.
Complexity of pollutants in natural samples like ours, however, provides an
edge for hazardous effect over chemical analysis. Although the genotoxins
detected in this study were not identified, the overall results suggest that
the river waters flowing through metropolitan areas in  Guaiba
Hydrographic Region are contaminated with direct and indirect chemicals
able to produce mitotic recombination and/or mutation. More important is
the fact that all positive samples were identified as able to induce mitotic
recombinatfion - expressed basically by homologous recombination
(Lehmann et al., 2003). In this context, progress in understanding the
genotoxicity of water samples could be reached using SMART, since this
assay, besides measuring mutational events — point and chromosomal
mutations - is also able to distinguish homologous recombination (HR) in
proliferative somatic cells. The standard strain of Drosophila has a basal
level of cytochrome P450, although high bioactivation ones show
increased P450 levels, specially the CYP6A2 — being particularly useful for
testing polycyclic aromatic hydrocarbons, their nitro derivatives and other
aromatic chemicals (Delgado-Rodrigues et al., 1999). When the same

samples collected in September 2000 were analyzed by the
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Salmonella/Microsoma assay (Villela, 2001), signs of point mutation in Jacui
and Cai in presence of metabolic activation were observed. In SMART the
positive response associated to Cai is restricted to direct recombinagenic
genotoxins, although for Jacui mutational and recombinational events
were responsible for the indirect genotoxicity observed. By comparing the
data obtained in both tests, SMART seems to be more sensitive to detect
genetic toxicity, since for both samples a two-fold statfiscally positive
response was observed. In the Cai samples SMART was able to pick up the
occurrence of homologous recombination - an event not detectable by
Ames assay. Moreover, concerning Jacui it was possible to identify
recombinagenic and mutational events — the last one may be related not
only to point mutation but also to aneugenic and/or clastogenic effects.
The applicability of the SMART is reinforced by the demonstration that
homologous mitotic recombination can result in loss of heterozygosity or
genetic rearrangements, and that these events are involved in the genesis
of numerous diseases, including cancer (Bishop and Schiestl, 2003). The
evidence indicating that the major effect observed in this study is an
increased frequency of recombination pointed out another risk that could

be associated to water pollution — the increment in HR.
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the diagram of the collection sites.
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Table | Contributions from the sampling sites: urban, agricultural and industrial activities

SAMPLINGS MAIN CONTRIBUTIONS

JACUI Untreated urban discharge, agricultural pesticide plant,
petrochemical plant, chemical and food industries.
Untreated sewage disposal from the plant industries,

CAI metallurgy and footwear factories, agricultural pesticide
plant, and petrochemical.

GRAVATA] Untreated urban discharge, agricultural pesticide plant,
automobile, food and beverage industries.

GUAIBA Untreated sewage runoff, food, metallurgic and pulp
industries.

SINOS Agricultural pesticide plant, metallurgy, oil refinery, recycled
paper plant and footwear metallurgical factories.

TAQUARI Untreated sewage disposal, agricultural pesticide plant.

DILUVIO BROOK

Untreated sewage runoff.
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Table Il Physicochemical analyses in situ.

GAD GPC GRAVATAI SINOS CAi DILOVIO JACUI TAQUARI
September
PH 6.63 6.83 6.29 6.42 6.92 6.84 6.20 6.92
Temperature
Air (°C) 11.3 11.3 12.4 14.7 17.8 20.8 15.0 16.7
Temperature
Water (°C) 17.9 17.8 16.9 16.8 15.0 20.2 16.6 16.2
Conductivity
(uS/cm) 48.0 60.1 72.5 75.4 57.9 317.0 38.9 42.4
Dissolved
Oxygen 7.3 7.4 4.6 4.7 7.6 3.8 6.1 8.6
(mgO2/l)
August

pH 6.62 6.60 6.48 6.60 6.73 7.05 6.82 6.92



Temperature
Air (°C)

Temperature
Water (°C)

Conductivity
(uS/cm)

Dissolved
Oxygen
(mgO2/l)
February

pH

Temperature
Air (°C)

Temperature
Water (°C)

Conductivity
(uS/cm)

Dissolved
Oxygen
(mgO2/l)

20.3

17.7

12.2

6.8

5.5

29.8

293

76.3

5.1

20.3

18.4

84.9

6.8

5.6

32.5

30.8

69.6

6.5

22.4

19.3

137.3

0.9

6.1

31.0

32.3

222.0

0.0

23.7

18.2

145.0

3.7

6.5

32.6

33.6

187.0

2.0

22.6

17.6

104.0

8.3

5.8

33.0

29.4

100.0

7.0

29.8

23.0

419.0

1.2

6.2

24.6

25.1

239.0

0.4

23.5

17.8

54.5

10.3

6.3

36.0

29.4

57.3

7.6

65

20.1

18.6

59.5

9.9

6.3

36.0

29.4

52.9

8.0



May
pH

Temperature
Air (°C)

Temperature
Water (°C)

Conductivity
(uS/cm)

Dissolved
Oxygen
(mgO2/l)

6.0

19.2

17.9

45.8

8.7

5.6

19.2

18.2

61.3

7.8

6.5

20.5

18.6

221.0

0.0

8.9

22.1

17.3

132.8

3.5

10.1

24.1

17.2

95.9

7.9

6.2

24.1

18.6

317.0

3.4

8.7

24.8

17.9

48.1

9.3

66

8.4

249

22.1

54.2

9.3
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Table lll Statistical significances — relative to distilled water control — of wing spot induction by Guaiba Hydrographic

Region samples under urban, industrial and agricultural influence in ST e HB crosses.

Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis @
Crosses and Sites of Collection  No. of

fli Small single Large Twin spots Total spots Total mwh
Genotypes Ies
(N) spots single spots clones (n)
(1-2 cells) (>2 cells) (m = 5) (m=2)
(m=2) (m=5)
ST Cross
SEPTEMBER 2000
mwh / fir3 Distilled Water 40 0.85 (34) 0.08 (3) 0.00 (0) 0.93 (37) 37
GPC 40 0.88 (35)- 0.25(10)+ 0.03(1)i 1.15 (46) - 46
SINOS 40 1.03 (41) - 0.18 (7)i 0.05(2)i 1.25(50) - 48
GAD 40 0.95 (38) - 0.18 (7)i 0.00(0)i  1.13(45) - 45
GRAVATAI 40 1.15 (46) i 0.08 (3)i 0.03(1)i 1.25(50) - 50

Distiled Water 40 0.88 (35) 0.03(1)  003(1)  0.93(37) 37



mwh / TM3

mwh / flr3

DILUVIO
TAQUARI
CAI
JACUI

Distilled Water
CAl

AUGUST 2001
Distilled Water
GPC
SINOS
GAD
GRAVATA|

Distilled Water
DILUVIO
TAQUAR]

CAIl

40
40
40
40

40
40

40
40
40
40
40

40
40
40
40

1.08 (43) -
0.80 (32) -
1.18 (47) -
0.98 (39) -

0.40 (16)
0.25 (10) -

0.85 (34)
0.95 (38) -
0.75 (30) -
0.75 (30) -
0.90 (3¢) -

0.70 (28)

0.53 (21) -
1.13 (45) +
1.13 (45) +

0.10 (4) i
0.03 (1) i
0.10 (4) i
0.10 (4) i

0.03 (1)
0.05 (2) i

0.13 (5)
0.13 (5) i
0.15 (6) i
0.03 (1) -
0.10 (4) i

0.08 (3)
0.23 (9) i
0.08 (3) i
0.08 (3) i

0.03 (1) i
0.05 (2) i
0.10 (4) i
0.10 (4) i

0.08 (3)
0.08 (3) i
0.05 (2) i
0.00 (0) -
0.00 (0) -

0.03 (1)
0.10 (4) i
0.03 (1) i
0.08 (3) i

1.20 (48) -
0.88 (35) -
1.38 (55) +
1.18 (47) -

0.43 (17)
0.30 (12) -

1.05 (42)
1.15 (46) -
0.95 (38) -
0.78 (31) -
1.00 (40) -

0.80 (32)

0.85 (34) -
1.23 (49) +
1.28 (51) +

17
12

68



mwh / TM3

mwh / flr3

JACUI

Distilled Water
TAQUARI
CAI

FEBRUARY 2002
Distiled Water
GPC
SINOS
GAD
GRAVATAI

Distilled Water
DILUVIO
TAQUAR]

CAI

JACUI

40

40
40
40

40
40
40
40
40

40
40
40
40
40

0.60 (24) -

0.68 (27)
0.63 (25) -
0.60 (24) -

0.83 (33)
1.00 (40) -
1.13 (45) i
0.75 (30) -
0.93 (37) -

0.65 (26)

1.40 (56) +
0.80 (32) -
0.63 (25) -
1.00 (40) |

0.15 (6) i

0.03 (1)
0.00 (0) i
0.03 (1) i

0.13 (5)
0.10 (4) i
0.08 (3) i
0.15 (6) i
0.10 (4) i

0.08 (3)
0.08 (3) i
0.28 (11) +
0.15 (6) i
0.10 (4) i

0.03 (1) i

0.05 (2)
0.03 (1) i
0.05 (2) i
0.03 (1) i
0.03 (1) i

0.00 (0)
0.13 (5) +
0.08 (3) i
0.05 (2) i
0.03 (1) i

0.78 (31) -

0.70 (28)
0.63 (25) -
0.63 (25) -

1.00 (40)
1.13 (45) -
1.25 (50) -
0.93 (37) -
1.05 (42) -

0.73 (29)
1.60 (64) +
1.15 (46) +
0.83 (33) -
1.13 (45) +

28

25

69



mwh / TM3

mwh / flr3

Distilled Water
DILUVIO
TAQUAR]
JACUI

MAY 2003

Distilled Water
GPC

SINOS

GAD
GRAVATAI

Distilled Water
DILUVIO
TAQUARI

CAI

JACUI

40
40
40
40

40
40
40
40
40

40
40
40
40
40

0.63 (25)
0.43 (17) -
0.55 (22) -
0.60 (24) -

0.85 (34)
0.98 (39) -
1.03 (41) -
1.13 (45) -
1.00 (40) -

0.65 (26)
0.83 (33) i
0.63 (25) -
0.78 (31) -
0.98 (39) |

0.03 (1)
0.00 (0) i
0.05 (2) i
0.00 (0) i

0.20 (8)
0.03 (1) -
0.10 (4) -
0.10 (4) -
0.08 (3) -

0.23 (9)
0.13 (5) -
0.15 (6) -
0.23 (9) i
0.18 (7) -

0.05 (2)
0.03 (1) i
0.10 (4) i
0.00 (0) i
0.03 (1) i

0.03(1)
0.08 (3) i
0.03 (1) i
0.03 (1) i
0.03 (1) i

0.65 (26)
0.43 (17) -
0.60 (24) -
0.60 (24) -

1.10 (44)

1.03 (41) -
1.23 (49) -
1.23 (49) -
1.10 (44) -

0.90 (36)

1.03 (41) -
0.80 (32) -
1.03 (41) -
1.18 (47) -

70



HB Cross

mwh / flr3

mwh / TM3

SEPTEMBER 2000

Distilled Water
GPC

SINOS

GAD
GRAVATAI

Distilled Water
DILUVIO
TAQUAR]

CAIl

JACUI

Distilled Water
JACUI

AUGUST 2001

40
40
40
40
40

40
40

40
40
40
40
40

1.40 (56)
1.28 (51) -
1.38 (55) -
1.30 (52) -
1.28 (51) -

1.38 (55)
1.18 (47) -
1.00 (40) -
1.33 (53) -

2.00 (80) w+

0.83 (33)
1.33 (53) +

0.10 (4)

0.30 (12) +

0.20 (8) i
0.25 (10) i
0.05 (2) i

0.10 (4)
0.13 (5) i
0.15 (6) i
0.15 (6) i
0.25 (10) |

0.03 (1)
0.10 (4) i

0.05 (2)
0.08 (3) i
0.03 (1) i
0.10 (4) i
0.03 (1) i

0.10 (4)
0.03 (1) -
0.00 (0) -
0.00 (0) -
0.13 (5) |

1.55 (62)
1.65 (66) -
1.60 (64) -
1.65 (66) -
1.35 (54) -

1.58 (63)

1.33 (53) -
1.15 (46) -
1.48 (59) -
2.38 (95) +

0.85 (34)
1.43 (57) +
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mwh / flr3

mwh / flr3

Distilled Water
GPC

SINOS

GAD
GRAVATAI

Distiled Water
DILUVIO
TAQUAR]

CAIl

JACUI

FEBRUARY 2002
Distilled Water
GPC
SINOS
GAD
GRAVATAI

40
40
40
40
40

40
40
40
40
40

40
40
40
40
40

1.25 (50)
1.33 (53) -
0.95 (38) -
1.25 (50) -
1.05 (42) -

1.40 (56)
1.15 (46) -
0.90 (36) -
1.05 (42) -
0.90 (36) -

0.75 (30)
1.05 (42) i
1.10 (44) i
0.98 (39) i
0.88 (35) -

0.23 (9)
0.20 (8) i
0.08 (3) -
0.28 (11) i
0.13 (5) -

0.18 (7)
0.20 (8) i
0.13 (5) i
0.18 (7) i
0.18 (7) i

0.08 (3)
0.25 (10) +
0.05 (2) i
0.15 (6) i
0.10 (4) i

0.08 (3)
0.08 (3) i
0.10 (4) i
0.05 (2) i
0.03 (1) i

0.05 (2)
0.00 (0) i
0.08 (3) i
0.10 (4) i
0.00 (0) i

0.05 (2)
0.05 (2) i
0.00 (0) i
0.05 (2) i
0.08 (3) i

1.55 (62)
1.60(64) -
1.13 (45) -
1.58 (63) -
1.20 (48) -

1.63 (65)
1.35 (54) -
1.10 (44) -
1.33 (53) -
1.08 (43) -

0.88 (35)

1.35 (54) +
1.15 (46) -
1.18 (47) -
1.05 (42) -

35

46
46

72



mwh / TM3

mwh / flr3

mwh / flr3

Distilled Water
GPC

Distilled Water
DILUVIO
TAQUAR]

CAI

JACUI

MAY 2003
Distilled Water
GPC
SINOS
GAD
GRAVATA|

Distilled Water
DILUVIO
TAQUARI

40
40

40
40
40
40
40

40
40
40
40
40

40
40
40

0.90 (36)
0.65 (26) -

0.98 (39)
1.15 (46) -
1.13 (45) -
1.08 (43) -
1.23 (49) -

1.13 (45)
1.08 (43) -
0.98 (39) -
1.38 (55) -
1.03 (41) -

1.00 (40)
1.08 (43) -
0.90 (36) -

0.00 (0)
0.00 (0) i

0.20 (8)
0.25 (10) |
0.15 (6) i
0.08 (3) -
0.00 (0) -

0.10 (4)
0.08 (3) i
0.08 (3) i
0.13 (5) i
0.05 (2) i

0.25 (10)
0.13 (5) -
0.18 (7) -

0.08 (3)
0.08 (3) i
0.03 (1) i
0.10 (4) i
0.05 (2) i

0.05 (2)
0.10 (4) i
0.03 (1) i
0.08 (3) i
0.08 (3) i

0.05 (2)
0.03 (1)1
0.05 (2) i

0.90 (36)
0.65 (26) -

1.25 (50)
1.48 (59) -
1.30 (52) -
1.25 (50) -
1.28 (51) -

1.28 (51)
1.25 (50) -
1.08 (43) -
1.58 (63) -
1.15 (46) -

1.30 (52)
1.23 (49) -
1.13 (45) -

52
48
45
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CAI 40 1.45(58)+  0.10 (4)- 0.10 (4)i  1.65 (66) - 66
JACUI 40 095(38)-  005(2)- 0.03(1)i 1.03(41)- 41

a Statistical diagnosis according to Frei and Wurgler (1988): +: positive; - negative; i: inconclusive; w+ weak positive;

m: multiplicate factor; probability levels: a = 3 = 0.05.
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Capitulo llI

Micronuclei Induced By Surface Water From Guaiba
Hydrographic Region Using The Cytokinesis-Block
Assay

Mutagenesis, enviado para publicagao
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Abstract

The present study evaluates the clastogenic and/or aneugenic
potential of 8 different sites along Guaiba Hydrographic Region (Rio
Grande do Sul, Brazil) by analyzing micronuclei in human lymphocyte
cultures (CBMN assay). A prevalence of positive responses was observed in
the spring collection - September 2000. Almost all sites induced a significant
increase - p < 0.05 (Sinos, Cai, Gravatai and Taquari), p < 0.01 (Guaiba
Lake (GPC) and Diluvio Brook), p < 0.001 (Jacui) - in MN frequency in
relation to the negative control. Considering the collection of February
2002, a clastogenic and/or aneugenic activity for the water samples from
Guaiba Lake - (GPC) (p < 0.01) - Sinos (p < 0.05) and Cai rivers (p < 0.01)
were identified. In autumn collection (May 2003) Guaiba Lake (GPC)
exhibited a significant effect on the MN frequency (p < 0.05). No significant
elevation in the frequencies of MN in cultured human lymphocytes was
observed in August 2001. According to the p values, the river water
samples collected in spring and summer tend to be more mutagenic than
those collected in winter and autumn. Moreover, as a whole ~ 35% (11/32)
samples were classified as containing genotoxins acting as inductors of

chromosomal alterations.
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1. INTRODUCTION

Guaiba Hydrographic Region is located in the state of Rio Grande do
Sul (Brazil), covering 84. 763 km?2 and spreading onto 251 counties - about
6.5 million people inhabit this territory, the majority in urban (83.5%) and only
16.5% in rural areas. Nine hydrographic basins are responsible for more than
70% of the state's gross domestic product (Figure 1). The intense economic
activity, mainly industrial and agricultural, has created a severe pressure
upon the state's natural resources. The major environmental problems
within the urban areas are the industrial contamination, the irregular waste
disposal and the untreated sewage runoff into water streams. The pollution
of agricultural chemical products, deforestation, lack of basic sewage
freatment system and erosion are related to environmental damage in the
rural areas (Pré-Guaiba, 2004).

The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila
melanogaster was first used to screen the mutagen pollution at eight sites
in the Guaiba Hydrographic Region. Nearly 25% of the samples tested
(8/32) showed genetic toxicity linked to direct and indirect toxicants, which
was mainly related to homologous mitotic recombination - an end-point
not yet associated to water (Amaral et al., in preparation).

Among the various techniques used to estimate the genotoxicity of
water samples under influence of the anthropogenic discharge, the
cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay is becoming an efficient tool
for the measurement of DNA damage through observation of micronuclei
in the interphase cells cytoplasm. This assay, based on cytokinesis inhibifion
by cytochalasin B (cyt-B), has facilitated micronucleous (MN) analysis
exclusively in binucleated cells that have completed their first in vitro
division after treatment with the test agent. The two basic phenomena
leading to the formation of MN in mitotic cells are chromosome breakage

and dysfunction of the mitotic apparatus. MNs are formed from acentric
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chromosome or chromatid fragments and whole chromosome or
chromatids that lag behind in anaphase and are left outside the daughter
nuclei in telophase (Fenech, 2000; Kirsh-Volders et al., 2002; Norppa et al.,
2003).

The outlining of this study focused on two specific points concerning
the genotoxic assessment in the Guaiba Hydrographic Region. The first
point cenftralized in the CBMN effectiveness as a tool for mutagenic
screening in such a large water body. The second point focused on the
comparison between CBMN and SMART data, which allows to obtain
additional information concerning the type of lesions induced by

mutagens, and their distribution in the basin.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Collection sites and sampling

In order to assess the genotoxicity of the Guaiba Hydrographic
Region eight monitoring sites were chosen: (i) Cai, Taquari, Jacui, Gravatai,
Sinos Rivers, (i) Dilbvio Brook, and (i) Guaiba Lake — Guaiba past the mouth
of Diluvio (GAD) and Guaiba Gasémetro (GPC).

The river water samples were collected according to recommended
methods for the examination of water (Vargas et al., 1993). About one liter
of surface water was collected at a distance of ~50 m downstream each
discharge - stored at 4°C for 4 days and then divided info aliquots and
stored in a freezer at -20°C. For all monitoring sites the collections were
done in September 2000, August 2001, February 2002 and May 2003.

2.2. Physico-chemical analyses

At the onset of each collection, pH, dissolved oxygen, conductivity
and temperature from air and water were analysed. Measurements were
made at each site at the same time, early in the morning (for additional

information see, Amaral et al, in preparation).

2.3. Cytokinesis-Block Micronucleus Assay (CBMN)

2.3.1. Donors, Cell Cultures, Treatment and Cell Harvesting

Peripheral blood was obtained once from three healthy donor
females (aged 26, 28 and 32 years, referred to as donor 1, 2 and 3,
respectively) with normal karyotypes. For each donor, one series of cultures
was prepared with two parallel cultures for every river sample tested. For
each culture, 0.8 ml heparinized blood was added to 8 ml RPMI-1640

medium (Sigma), containing 10%  fetal calf  serum, 1%
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penicillin/streptomycin (Ceme) and 80ul phytohemaglutinin (10ul/ml) (PHA,
Gibco). Twenty-four hours after post PHA stimulation, cultures were
supplemented with 200ul of non-diluted water samples, which were
previously sterilized in a Sartorius filter with a 0.22-mm pore membrane. The
negative control was sterile distiled water and the positive control was 6
pg/ml of Bleomycin (Blenoxane from Bristol). Forty-four hours after PHA
stimulation éug/ml cytochalasin B (Sigma) was added to the cultures fo
accumulate cells that had completed one nuclear division at the
binucleated stage (Fenech, 2000). Blood cultures were incubated for a
total of 72h at 370C. The binucleated lymphocytes were harvested 28h
after adding Cyt-B, hypotonic tfreatment was performed with 0.075 M KCl to
lyses red blood cells and fixed with (3:1) methanol:acetic acid prior to
transfer to slides and staining with Giemsa as recommended by Fenech,
2000.

2.3.3. Slides analysis

For each experimental sample, 3000 Giemsa-stained binucleated
cells from two independent cultures were scored on coded slides in order
to determine MN frequency according to the criteria proposed by Fenech
et al, 2003.

As a parameter for cytotoxicity, the nuclear division index (NDI) was
studied by screening 1000 cells per donor at 400X magnification for the
frequency of cells with one, two, three or four nuclei. From these data the
NDI was calculated according to the formula:

NDI=[MT1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N
where M1-M4 represents the number of cells with 1-4 nuclei and N is the
total number of cells scored. Since nuclear divisions are asynchronous in
CNMN blocked lymphocytes, cells with three nuclei can arise (Eastmond
and Tucker, 1989; Rosefort et al., 2004).
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2.3.4. Statistical analysis
The Student’s t-test was used to statistically compare the frequencies
of binucleated cells with micronuclei between water samples and

negative controls. Level for statistical significance was p < 0.05.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

CBMN assay was performed in human lymphocyte cultures treated
with water samples from Guaiba Hydrographic Region - collected in
September 2000, August 2001, February 2002 and May 2003 - in line to
evaluate the aneugenic and clastogenic potential of this hydrographic

areaq.

3.1. Physico-chemical Analyses

The physico-chemical characterization of the surface waters, made in
situ, showed the dissolved oxygen figures were not constant along the
collection/sampling sites and in the different collection months. Regarding
conductivity, higher values in Diluvio Brook were observed in all collections
— the observation that higher conductivity and lower dissolved oxygen
figures occurred concomitantly indicated an extremely degraded
environment. Air and water temperatures were relatively constant along
the monthly collections. For majority of the samples from September,
August and February the pH values were slightly acid. However, the
Spearman’s correlation analysis revealed no statistically significance as

regards genetic toxicity (data not shown).

3.2. Nuclear Division Index (NDI)

This index showed no significant difference between the negative
controls and the samples from the Guaiba Hydrographic Region in any of
the samples, showing samples not to be cytotoxic to human lymphocytes

(data not shown).

3.1.2. MN frequencies in negative and positive controls
Baseline MN frequencies for negative control (distilled water) and for

positive control (bleomycin), respectively - September (4.5 + 2.5) and (22.0
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+ 10.2), August (4.7 £ 2.2) and (14.4 £ 5.2), February (3.7 £ 2.5) and (15.6 +
8.7), May (4.7 £ 2.2) and (14.0 + 3.8) - are in accordance with literature data
previously published (Bonassi et al., 2001; Rosefort et al., 2004).

3.1.3. Genotoxicity of Water Samples

The major aim of the present study was to evaluate the clastogenic
and/or aneugenic potential of samples collected at 8 different sites along
Guaiba Hydrographic Region by observing micronuclei in human
lymphocyte cultures (CBMN assay). Our in vitro experiments revealed
positive responses prevailing in the spring collection - September 2000
(Table 1). All sites, except Guaiba Lake (GAD), induced a significant
increase - p <0.05 (Sinos, Gravatai, Taquari and Cai), p £0.01 (Guaiba Lake
(GPC) and Diluvio Brook), p < 0.001 (Jacui) - in MN frequency in relation to
the negative control. The genotoxicity figures showed not only the ability of
these water samples to induce chromosome breakage and/or loss in
binucleated cells, but also that Jacui exhibits a strong mutagenic potential
in vitro. When the same samples collected in September 2000 were
analyzed by the Salmonella/Microsoma assay (Villela, 2001), signs of point
mutation in Jacui, Cai - in presence of metabolic activation - and Sinos
River - in absence of fraction S9 - were observed. The positive CBMN results
for these sites indicate the presence of genotoxins with clastogenic and/or
aneugenic potential in cultured human cells. Additionally, in SMART
(Amaral et al, in preparation) the genotoxicity associated to Cai is
restricted to direct recombinagenic pollutants - an endpoint not
detectable by Ames and CBMN assays. Moreover, concerning Jacui it was
possible to identify recombinagenic and mutational events — the last one
may be related not only to point mutation, as revealed in Ames test, but
also to aneugenic and/or clastogenic effects detected in the present study

using CBMN technique.
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Only the samples collected in August 2001, were classified as non-
mutagenic - since no induced significant elevations of MN in cultured
human lymphocytes was observed. Considering the collection of February
2002, a clastogenic and/or aneugenic activity for the water samples from
Guaiba Lake - (GPC) (p < 0.01) - Sinos (p < 0.05) and Cai rivers (p < 0.01)
were idenfified. In autumn collection - May 2003 -Guaiba Lake (GPC)
exhibited a significant effect on the MN frequency (p < 0.05). According to
the p values, the river water samples collected in spring and summer have
a tendency to be more mutagenic than those collected in winter and

autumn.

Considering that SMART was first used to make a preliminary screening
of the mutagen pollution in this area, a comparison between data of both
assays was applied to obtain additional information concerning the type of
lesions induced by mutagens, and their distribution in the basin. Table Il lists
the CBMN and SMART data, according to their positive responses in the
four seasons studied. The result demonstrated that there were indeed
significant differences among the responses produced by these sampling
sites in both CBMN and SMART - this means that the pollutants lead to
diverse types of DNA-lesions, which represent different end poinfs: (i)
chromosomal mutation monitored by CBMN; and/or (i) mutational and
recombinational events detected by SMART. From the 11 samples classified
as inductors of clastogenic and/or aneugenic events in CBMN only 3 -
Jacui, Cai (September 2000) and GPC (February 2002) — were classified as

positive in the SMART: (i) Jacui showed indirect mutation and
recombinational action; (i) Cai has its genotoxicity exclusively associated
to its direct recombinational activity and (i) GPC to indirect

recombinational events. Moreover, as a whole, 19 samples were classified
as containing genotoxins: 8 are positive in SMART and 11 in CBMN. Nearly
60% of the samples tested (19/32) were genotoxic in one or in both assays

applied. GPC and Cai presented the highest ratio of positive results (4/19),
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followed by Jacui and Taquari (3/19), Sinos and Diluvio (2/19), as well as
Gravatai (1/19). The waters from Gravatai, Sinos, Cai and Jacui Rivers flow
infto the Delta of the Jacui, which forms the Guaiba Lake. The
environmental impact in the Lake is caused by untreated sewage runoff
from the capital and from polluted waters of the Gravatai and Sinos Rivers,
as well as from food, metallurgic and pulp industries. Additionally, Diluvio
Brook receives untreated domestic sewage discharges from the capital
city of the state, Porto Alegre, and flows into the Guaiba Lake, contributing

to severe environmental hazard in this region.

In an attempt to confim and quantify the mutagenic and/or
recombinagenic potential of this basin, both methodologies make it
possible to draw a more complete picture concerning the contamination
by mutagens, their distribution and the potential effect on public health. All
in all, both assays, CBMN and SMART, are sufficiently sensitive to evaluate
the impact of a possible environmental contamination — covering a broad
spectrum of genetic end points — which means that their association is
recommended for the study of environmental samples potentially

contaminated by complex mixtures.
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Table I — MN induction in human peripheral

Hydrographic Region.

92

blood lymphocytes by different water samples from Guaiba

Controls and

Sites of Collection

MNCsa

(mean + SD)

September 2000 August 2001 February 2002 May 2003
Distilled Water 45+25 47+22 3.7+25 4.7 +22
Bleomycin (6 pg/ml) 22.0 £ 10.2%** 14.4 £ 5.2 15.6 £ 8.7 14.0 £ 3.8%**
GAD 2.0+5.7 9.7+6.6 58+49 4.7 +3.7
GPC 12.5 £ 5.9** 6.4+ 4.6 10.7 £ 5.6** 12.8 + 6.2*
Sinos 9.8 +4.3" 63+£22 92+ 6.7* 6.4+3.0
Gravatai 9.4+ 4.4 6.1+£4.5 64+45 8.6+49



Dildvio Brook 17.0+£ 10.1*
Jacui 14.2 + 4.7+
Taquari 12.3 £ 8.3*
Cai 8.3 +3.8*

3.9+£3.5

4.5+3.2

34+£1.9

5.1+£27

6.4+ 4.1

6.4+6.3

32+27

8.5 £4.3**

4.6+2.1

7.7 £3.6

3.7+£1.6

6.9+6.7

aNumber of micronucleated cells per 1000 binucleated cells; (mean + S.D.) 3000 binucleated cells for

each sample were scored.
*p <0.05 * p<0.01; *** p<0,001
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Table Il - SMART and CBMN data, according to their positive responses in the four seasons studied in different water

samples from Guaiba Hydrographic Region.

SMART \ CBMN
September 2000
SAMPLES ENDPOINT CROSS SAMPLES ENDPOINT
JECL,J' MUTOT'ORH and E@cambmohon ';? Cross GPC, Sinos, Gravatai, Diluvio, Chromosomal Mutation
al ecombination Cross Jacui, Taquari and Cai
August 2001
SAMPLES ENDPOINT CROSS
Taquari Recombination ST cross No positive response
Cai Recombination ST cross
February 2002
SAMPLES ENDPOINT CROSS SAMPLES ENDPOINT
GPC Recombination HB cross
Diluvio Recombination ST cross GPC, Sinos and Cai Chromosomal Mutation
Taquari Recombination ST cross
Jacui Recombination ST cross
May 2003
No positive response SAMPLES ENDPOINT )
GPC Chromosomal Mutation
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4. DISCUSSAO GERAL

Recurso natural indispensdvel a vida, a dgua é um bem
necessdrio e essencial para a sobrevivéncia das populacdes. No Brasil,
até algumas décadas atrds, as grandes massas de dagua eram
consideradas como reservatdérios inesgotdveis, capazes de receber e
absorver quantidades ilimitadas de rejeitos provenientes de diversas
atfividades humanas (Machado, 2003; Tundisi, 2003). Esta premissa
errbneq, associada ao significativo aumento no volume dos dejetos e a
falhas no conftrole do fratamento dos rejeitos oriundos das atividades de
origem industrial, rural e/ou urbana - levaram a um sério
comprometimento tanto na disponibilidade quanto na qualidade das
nossas fontes de dgua. Até hoje, muitas cidades brasileiras apresentam
sistemas de esgotos mistos - nos quais os escoamentos cloacais e
pluvidis sdo drenados afravés da mesma via de descarte — ou ainda, em
casos extremos, ndo possuem qualguer tipo de tratamento sendo
diretamente lancados nos corpos d'dgua recipientes.

Esta situacdo pode ser observada no Rio Grande do Sul - em
municipios com maior contingente populacional e concentracdo
industrial - como é o caso das dreas metropolitanas de Porto Alegre e
Caxias do Sul, localizadas na Regido Hidrogrdfica do Guaiba. A
contaminacdo da dgua desta regido - decorrente, principalmente, do
descarte sem controle de residuos domeésticos e industriais nos rios e do
uso intenso de agrotdxicos nas zonas rurais — compromete o
abastecimento de dgua potdvel para mais de um milhdo de pessoas
(Pré-Guaiba, 2004).

4.1 Diagndstico da Toxicidade Genética

Na procura de um melhor entendimento das condi¢cdes toxico

genéticas dos mananciais de dgua que fazem parte da Regido
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Hidrogrdfica do Guaiba foram escolhidos dois bioensaios: o Teste para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somdtica em Drosophila
melanogaster (SMART) e o Teste de MicronUcleos por Bloqueio da
Citocinese em linfécitos humanos (CBMN) - com vdrias particularidades
gue os fornam instrumentos sensiveis e informativos para o rastreamento
de diferentes tipos de lesdes genéticas.

O SMART detfectando simultfaneamente mutacdo génica e
aberracdes cromossdbmicas, representadas por eventos aneugénicos e
clastogénicos, assim como recombinacdo somdtica, utiliza como
organismo experimental a D. melanogaster (Graf et al.,, 1984) — um
excelente modelo para estudar a genotoxicidade e seus mecanismos
moleculares, podendo fornecer respostas relevantes, que podem ser
extrapoladas para humanos (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; St. John e
Xu, 1997). Esta Ultima afirmativa estd fundamentada na recente
comparacdo dos dados obtidos através do Projeto Genoma Humano -
com aqueles observados no programa equivalente desenvolvido com a
D. melanogaster (Adams et al., 2000)

O CBMN além de identificar mutacdes estruturais e numéricas,
permite também explorar outros parémetros genéticos tais como pontes
nucleoplasmdticas e brotos nucleares — respectivamente indicios de
instabilidade gendmica e amplificacdo génica — assim como a
citotoxicidade associada a extensdo e 4 progressdo da divisdo celular,
através do Indice de Divisdo Nuclear (Fenech, 2000). Outro ponto de
fundamental importdncia, no emprego desta metodologia, estd
centrado na andlise de danos genéticos em células humanas - o

principal foco das Agéncias de Controle Ambiental.

4.1.2 Teste SMART

O presente frabalho avaliou, através do SMART de asa, o potencial

mutagénico e/ou recombinogénico de amostras de dgua superficial de
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diferentes pontos, situados ao longo da Regido Hidrografica do Guaiba,
que estdo sob influéncia de atividade agricola, urbana e/ou industrial.
As daguas foram coletadas em setembro de 2000, agosto de 2001,
fevereiro de 2002 e em maio de 2003, na foz dos rios Gravatai, Sinos, Cai,
Jacui e Taquari e do Arroio DilUvio, assim como em dois pontos no
proprio corpo recipiente, o Lago Guaiba - apds a saida do Arroio DilUvio
(GAD) e na Ponta da Cadeia (GPC).

Dois resultados positivos foram observados no rio Cai, em setembro
de 2000 e agosto de 2001. Estas respostas estdo vinculadas & presenca,
nestas amostras, de genotoxinas com acdo recombinogénica direta —
que podem ser associadas ao grande volume de lancamentos de
esgotos domésticos provenientes da regido de Caxias do Sul, na serra
gaucha. Adicionalmente, o relevo acidentado da regido dificulta o
depdsito da dgua da chuva, impedindo a diluicdo dos residuos, ao
mesmo tempo em que diminui a disponibilidade de dgua para as
atividades agricolas (FEPAM, 2004). Embora uma série de evidéncias
experimentais indiqgue que as genotoxinas presentes em efluentes de
origem urbana interagem diretamente com o material genético
(Langevin et al., 1992; White e Rasmussen, 1998; Ohe et al., 2003), ndo
existem dados disponiveis na literatura a respeito das propriedades
recombinogénicas deste tipo de descarga.

J&, no que se refere ao rio Jacui, as amostras apresentaram
comportamentos distintos dependentes das estacdes do ano em que
foram realizadas as coletas. No verdo observou-se um aumento
exclusivo na freqUéncia de recombinacdo mitdtica no cruzamento
padrdo. J& na primaveraq, foi possivel detectar acréscimos na atividade
mutagénica (72%) e recombinogénica (28%) - em larvas com altos niveis
de enzimas de metabolizacdo. Particularmente na bacia do baixo
Jacui, o impacto ambiental é conseqiéncia da presenca de indUstrias
de compostos quimicos, de pldstico, de borracha, siderurgia,
petroquimica e produtos alimentares (FEPAM, 2004). Na bacia do

Taquari, além da dificuldade de acumulacdo natural de dgua, hd um
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grande impacto causado tanto pelo uso de agrotéxicos na cultura da
macd, quanto pelo despejo de esgotos domésticos provenientes da
regido Nordeste do Estado (FEPAM, 2004). De fato, as amostras
coletadas, neste rio, em agosto de 2001 e fevereiro de 2002, induziram
rearranjos no DNA relacionados & presenca de toxinas com acdo
recombinogénica direta, quando avaliadas através do SMART. Os
resultados obtidos a partir da coleta de fevereiro de 2002
caracterizaram a genotoxicidade associada ao Arroio DilUvio e ao Lago
Guaiba (GPC) em funcdo dos aumentos significativos na freqUéncia
total de manchas - relacionados especificamente & recombinacdo
mitética em células proliferativas de D. melanogaster. No primeiro caso,
esta inducdo de permuta deve-se a genotoxinas de acdo direta,
enguanto que no segundo relaciona-se d pré-genotoxinas.

As aguas dos rios Gravatai, Sinos, Cai e Jacui desembocam no Delta
do Jacui, formando o Lago Guaiba - os principais impactos ambientais
sdo o escoamento de esgotos de Porto Alegre e das dguas poluidas dos
rios Gravatai e Sinos, assim como de industrias de celulose, produtos
alimenticias e metalirgicas. Adicionalmente, o Arroio Dillvio € corpo
recipiente de grandes lancamentos de dejetos urbanos ndo tratados
provenientes da capital. Como suas dguas desembocam no Guaiba,
este arroio acaba por contribuir de forma significativa para os danos
ambientais nesta regido.

Quando as mesmas amostras coletadas em Setembro de 2000 foram
avaliadas pelo ensaio Salmonella/Microsoma apenas o ponto de coleta
localizado no Lago Guaiba, apds a saida do Arroio Diluvio (GAD), foi
diagnosticado como mutagénico dependente de ativacdo metabdlica
— capaz de induzir mutacdes génicas. Foram também observados
indicios de mutacdo pontual no rio Jacui e Cai — na presenca de
ativacdo metabdlica — e no rio dos Sinos — na auséncia da fracdo S9
(Villela, 2001). No SMART a resposta positiva associada ao Cai estd
restrita a atfividade recombinogénica direta. Contudo, em relacdo ao

Jacui, cerca de 72% da toxicidade genética observada no SMART, em
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larvas com alto nivel de metabolizacdo, deve-se a mutacdo e 28%
relaciona-se a recombinacdo mitdtica — colocando este bioensaio
como uma ferramenta sensivel capaz de fornecer um progndstico
preciso, referente tanto das lesdes induzidas por mutacdo, gquanto
aquelas vinculadas & recombinacdo homdloga em células somdaticas.
Coletivamente, o diagndstico de amostras totais de dgua, dentro do
contexto téxico-genético, fornece indicios do potencial genotdxico dos
rios na auséncia de um conhecimento prévio a respeito da identidade
das supostas genotoxinas presentes nestes ecossistemas (Ohe et al.,
2003). De fato, uma série de estudos, avaliando rios que fluem através
de grandes dreas metropolitanas, detectou niveis significantes de
mutagenicidade nestes corpos d'agua (Ohe et al., 1999; 2003; Kataoka
et al., 2000; Isidori et al.,, 2004). Destaca-se, ainda, o fato de que as
respostas obtidas permitem uma melhor extrapolacdo das condicoes
ambientais, aliadas a menor probabilidade da ocorréncia de artefatos
gerados pelos processos de extracdo/concentracdo ou fracionamento,
e a ndo eliminacdo dos efeitos interativos entre os diferentes compostos
presentes nas amostras (Houk, 1992). Mesmo que as genotoxinas
detectadas ndo tenham sido identificadas, os nossos resultados
sugerem que as dAguas dos rios, que fluem através das dreas
metropolitanas da Regido Hidrogrdfica do Guaiba, estdo contaminadas
por compostos - com acdo direta e indireta sobre o DNA — que atuam
como recombinogénicos e/ou mutagénicos. Soma-se, ainda, o fato de
que todas as amostras positivas foram identificadas como sendo
capazes de induzir recombinacdo mitdtica — expressa basicamente
pela recombinacdo homdloga (Campesato et al., 1997; Cunha et al.,
2002a; Cunha et al., 2002b; Lehmann et al., 2003). Dentro desta
perspectiva, o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo
Somdtica em Drosophila melanogaster (SMART) demonstrou ser um
instrumento sensivel e informativo para o rastreamento da
genotoxicidade em amostras de dgua. Ainda que o SMART identifique

eventos mutacionais - representados por mutacdo génica e
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cromossdmica — o seu maior potencial vincula-se a ocorréncia de
recombinacdo homdloga. Um outro ponto importante, que ilustra a
versatiidade deste teste, relaciona-se com a diagnose de agentes
xenobidticos que requerem ativacdo metabdlica dependente de
citocromo P450. Com a construcdo de linhagens portadoras de alta
atfividade constitutiva de enzimas de metabolizacdo, o SMART tornou-se
efetivamente mais sensivel na deteccdo de algumas classes especificas
de substéncias, particularmente a dos hidrocarbonetos aromdticos
policiclicos e a dos seus nitro derivados (Delgado-Rodrigues et al., 1995;
Frolich and WUrgler, 1990).

4.1.3 Teste CBMN

Dando continuidade as investigacdes referentes ao diagndstico
da toxicidade genética, tendo agora como enfoque principal a
inducdo de eventos clastogénicos e/ou aneugénicos, foi empregado o
Teste de MicronuUcleos por Bloqueio da Citocinese em linfécitos humanos
(CBMN) — para as mesmas amostras avaliadas no SMART: foz dos rios
Gravatai, Sinos, Cai, Jacui e Taquari, do Arroio DilUvio, e Lago Guaiba -
na Ponta da Cadeia (GPC) e apds a saida do Arroio Diluvio (GAD) cujas
coletas ocorreram em setembro de 2000, agosto de 2001, fevereiro de
2002 e maio de 2003.

Através desta metodologia observa-se uma prevaléncia de respostas
positivas na coleta da primavera, j& que praticamente todos os pontos
amostrados, exceto o Lago Guaiba na Ponta da Cadeia (GAD),
apresentaram  incrementos  significativos  nas  freqUéncias de
micronucleos - p < 0,05 (Sinos, Cai, Gravatai e Taquari), p < 0,01 (Lago
Guaiba (GPC) e Arroio Dilbvio ), p 0,001 (Jacui). O conjunto dos dados
obtidos em setembro de 2000, evidenciou ndo apenas, a habilidade
das genotoxinas presentes nestas misturas induzirem mutacdes

cromossdmicas em linfécitos humanos, mas também a maior atividade
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mutagénica da amostra proveniente do rio Jacui — considerando o
menor valor de p observado (0,001).

Somam-se a estes achados os resultados previaomente obtidos com o
Teste de Salmonella/Microsoma, nos mesmos pontos coletados em
setembro de 2000. Foram identificados indicios de eventos relacionados
d mutacdo pontual no rio Jacui e Cai — na presenca de ativacdo
metabdlica — e no rio dos Sinos — na auséncia da fragcdo S9. Foi também
encontrada resposta positiva, dependente de ativacdo metabdlica, no
Lago Guaiba - apds a saida do Arroio Dillvio (GAD) - relacionada &
inducdo de mutacdes génicas (Villela, 2001). No entanto, a toxicidade
genética observada, por meio do ensaio CBMN, indicou que as
genotoxinas nestas amostras, exceto as presentes no Lago Guaiba
(GAD), atuam como indutoras de clastogénese e/ou aneugénese em
cultura de células humanas. Finalmente, no SMART a genotoxicidade
associada ao Cai estd diretamente relacionada com a presenca de
compostos capazes de promover recombinacdo mitdtica (Amaral et
al., submetido) — evento genético, ndo detectado pelos Testes de Ames
e CBMN. Considerando a amostra do Jacui (setembro de 2000),
avaliada pelo SMART, idenfificou-se a presenca de genotoxinas
indutoras de recombinacdo homdloga e de mutacdo. Este Ultimo
parmetro deve estar associado ndo apenas a mutacdo génica -
observada através de indicios no Teste de Ames - mas, principalmente,
a mutacdo cromossémica, em funcdo dos resultados positivos
detectados pela técnica do CBMN. Comparando-se as trés abordagens
experimentais, podemos inferir que o Jacui, na coleta da primavera, foi
o rio que apresentou uma maior complexidade, em termos de
composicdo de genotoxinas — j& que estas foram capazes de induzir
mutacdo génica, cromossdémica e recombinacdo homodloga, em
bactérias, insetos e em cultura de células humanas.

Por outro lado, em linfécitos humanos as amostras de agosto de
2001, foram caracterizadas como destituidas de acdo mutagénica — ao

contrdrio do obtido no SMART onde foram observadas respostas



103

significativas para os rios Taquari € Cai. J& em relagcdo as amostras
coletadas em fevereiro de 2002, foram obtidos acréscimos significativos
nas freqUéncias de células micronucleadas para o Lago Guaiba (GPC -
p < 0,01), o rio dos Sinos (p < 0,05) e o Cai (p < 0,01). Finalmente, na
coleta de outono — maio de 2003 - foi detectada apenas uma resposta
positiva, restrita ao Lago Guaiba (GPC - p < 0,05). Considerando os
valores de p, pode-se inferir que na primavera e no verdo as amostras
de dAgua da Regido Hidrogrdfica do Guaiba tendem a ser mais

mutagénicas que no inverno € no outono.

4.1.4 Comparacgao da Eficiéncia dos Testes -
SMART e CBMN

Os dados obfidos com estes sistemas-teste apontaram para a
toxicidade genética associada aos rios Cai, Jacui, Taquari, Sinos,
Gravatai, Lago Guaiba, na Ponta da Cadeia (GPC), e Arroio DilUvio.
Entretanto, os resultados apresentaram diferencas significativas entre as
respostas detectadas no SMART e no CBMN - demonstrando que os
poluentes ambientais induzem uma pluralidade de lesdes no conteudo
informacional de células somdaticas em proliferacdo. Dentre estes
eventos toxico-genéticos destacam-se: (i) mutacdo génica e
recombinacdo, detectada pelo SMART; e/ou (i) mutacdo
cromossdmica também diagnosticada pelo CBMN. Como um todo, 19
amostras foram caracterizadas como indutoras de genotoxicidade: 8 no
SMART e 11 no CBMN. Aproximadamente 50% dos pontos testados
(16/32) apresentaram genotfoxicidade em um ou em ambos 0s
bioensaios empregados. Destaca-se, ainda, que as dguas oriundas do
Lago Guaiba (GPC) e do Cai, apresentaram o maior nUmero de
respostas positivas (4/19), seguido pelos rios Jacui e Taquari (3/19), rio

dos Sinos e Arroio DilUvio (2/19), e rio Gravatai (1/19), (Tabela 1).






Tabela 1 - Comparacdo dos dados obtidos nos Testes SMART e CBMN.
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SMART | CBMN
Setembro de 2000
Amostra ParGmetro Cruzamento Amostra ParGmetro
Jacui Mutacdo e Recombinacdo  Aprimorado GPC
Cai Recombinacdo Padréo Sinos
Gravatai Mutacdo Cromossdémica
Diluvio
Jacui
Taquari
Cai
Agosto de 2001
Amostra Parametro Cruzamento
Taquari Recombinacdo Padréo
Cai Recombinacdo Padréo Auséncia de Genotoxicidade
Fevereiro de 2002
Amostra Parametro Cruzamento Amostra ParaGmetro
GPC Recombinacdo Aprimorado GPC
Diluvio Recombinacdo Padréo Sinos Mutacdo Cromossémica
Taquari Recombinacdo Padrdo Cai
Jacui Recombinacdo Padrdo
Maio de 2003
Amostra ParGmetro Cruzamento Amostra ParGmetro
Auséncia de Genotoxicidade GPC Mutacdo Cromossémica
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Tanto o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo
Somdtica em Drosophila melanogaster (SMART) quanto o Teste de
Micronucleos por Blogueio da Citocinese em linfécitos humanos (CBMN)
mostraram ser instrumentos sensiveis e informativos para o rastreamento
de agentes genotdxicos presentes em misturas complexas de origem
ambiental. Entretanto, cabe ressaltar que o CBMN identificou como
portadoras de atividade genotdxica 11 das 19 amostras analisadas,
enquanto que no SMART somente 8 foram consideradas como
portadoras de atividade tdxico genética. Ainda que no ensaio SMART
estas amostras tenham mostrado potencialidades como indutoras de
recombinacdo homodloga, apenas uma delas, a relacionada ao Jacui
(setembro de 2000) mostrou também atividade mutagénica (Tabela 1).

Também se destaca o fato de que dentre as 11 amostras
classificadas como indutoras de eventos clastogénicos e aneugénicos
no CBMN somente 3 - Jacui e Cai (Setembro de 2000), assim como o
Lago Guaiba (GPC) (Fevereiro de 2002) — foram diagnosticadas como
positivas no SMART. As provenientes do rio Jacui com acdo indireta,
dependente de aumento na atfividade constitutiva de enzimas do tipo
P450, e as origindrias do rio Cai e do Lago Guaiba (GPC), com
genotoxinas de acdo direta - fodas indutoras de recombinacdo
homodloga entre os marcadores fenotipicos mwh e flr3. Desta forma
pode-se concluir que estas 3 amostras, além de induzirem
recombinacdo mitética sdo também capazes de provocar lesoes
relacionadas & perda de fragmentos /e ou cromossomos inteiros
(Tabela 1).

No presente estudo ambos os testes, SMART e CBMN,
identificaram a genotoxicidade associada a esta Regido Hidrogrdfica,
em funcdo do par@metro genético para o qual cada um deles foi
delineado, que permite o rastreamento de diferentes tipos de lesdes. Ao
mesmo tempo fica a indicacdo de que a utilizacdo de diferentes
bioensaios de curta duracdo € forcosamente o caminho para que se

possa qualificar o potencial mutagénico e/ou recombinogénico, e,
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conseqUentemente a qualidade dos sistemas aqudticos dos rios que
constituem a Regido Hidrogrdfica do Guaiba.

A partir das evidéncias obtidas neste trabalho, pode-se inferir que
o aumento na freqUiéncia de recombinacdo homdloga, assim como de
mutacdo cromossdmica sdo os principais riscos genéticos associados a
estas amostras de dgua. Evidéncias recentes tém sugerido que a
recombinacdo homaodloga (RH), assim como alteracdes cromossdmicas
sdo os principais processos de alteracdes genéticas envolvidos na
génese e progressdo do cdncer. Neste sentido, vdrios aspectos
relacionados ao papel destes eventos na carcinogénese vém sendo
descritos. O primeiro deles refere-se & perda de heterozigose de genes
envolvidos na regulacdo do ciclo celular, através da inducdo de
conversdo génica, delecdo de segmentos cromossémicos e, em menor
escala, translocacodes. O segundo, relaciona-se d demonstracdo de
que individuos portadores de sindromes associadas a uma maior
predisposicdo ao cancer apresentam altas taxas de RH. Neste caso, a
RH ndo apenas causa incrementos nos eventos relacionados com a
perda de heterozigose, mas também produz rearranjos gendmicos
aberrantes que, por sua vez, podem atuar na etapa de iniciagcdo do
processo carcinogénico. Além disso, a comprovacdo de que a RH estd
envolvida na manutencdo dos teldmeros - um processo intimamente
relacionado com a imortalidade de algumas células tumorais —
associada d comprovacdo de que danos oxidativos, induzidos por
diferentes espécies reativas de oxigénio, contribuem de forma
significativa para a ocorréncia deste tipo de evento, reforcam o papel
da recombinacdo homodloga na génese do cdancer (Bishop e Schiestl,
2003).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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