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RESUMO

A regido objeto do presente estudo compreende uew lacalizada as margens do rio
Taquari, no municipio de Triunfo (RS), que perteackacia hidrografica Taquari — Antas,
com contaminagcdo de solo especifica por presewatdgemadeira, cujo passivo ambiental
sdo pentaclorofenol, creosoto e hidrosal arsewli@toobre cromado. O local é percorrido por
corpos d’agua associados a drenagem principal afodn sub-bacias. Através dos ensaios de
microssuspensdo cof@almonelldnicrossoma Allium cepa,o trabalho teve por objetivo
relacionar a atividade genotoxica com rotas deedssim de poluentes. Analisando a area do
sitio contaminado a partir dos extratos organicmsmeterial drenado para o corpo d’agua,
apos eventos de chuvas significantes e analiseexttato organico, agua intersticial e
sedimento bruto do rio. No testalmonelldamicrossoma, diversas linhagens permitiram
avaliar diferentes danos ao DNA, como deslocameatquadro de leitura (TA97a e TA98) e
substituicdo de pares de base (TA100) em ausérsfy € presenca (+S9) de ativacao
metabolica. No teste dallium, foi possivel verificar alteracdes em nivel cromosiso.
Respostas positivas de mutagenicidade pelo test8atteonell&dnicrossoma do material
exportado para fora da area do sitio indicam qtesreaterial esta sendo carreado para o rio
Taquari. Isto pode ser confirmado pela atividad¢éag@nica detectada em ambos os testes, na
amostra de sedimento do rio coletada em frentéiaccentaminado. O ponto a jusante no rio
em relacdo ao ponto em frente ao sitio contaminadtbém foi avaliado e atividade
mutagénica foi detectada, ja o ponto de referéacraontante mostrou pequena atividade
mutagénica proveniente de fonte de contaminacawetife. Entretanto, tais poluentes nao
foram detectados no ponto a baixo. Os bioensaigsegados puderam indicar uma rota de
possivel contaminacdo para o rio Taquari e mosiraser eficientes para avaliar a
mutagenicidade no material drenado do solo e nansedo do rio. Embora a atividade
mutagénica possa ser relacionada em parte a peesinchidrocarbonetos policiclicos
aromaticos nos extratos organicos das amostrasyades do preservante de madeira
creosoto, outros compostos organicos podem semgados nos extratos, uma vez que
residuos de pentaclorofenol estdo presentes noAlg&m disso, a complexidade das amostras
de sedimento do rio pode ainda sofrer a influédeianetais pesados derivados do CCA.
Palavras — chave: Mutagenicidadgalmonell&dmicrossomaAllium cepa preservativos de

madeira; sitio de solo contaminado.



ABSTRACT

Mutagenic activity, using Salmonella/microsome &tidum cepa bioassay, was employed as
markers to detect pollutant dispersion routes maminated soil site covered by water bodies
associated with the drainage toward the river. Jiteeof the present study comprises an area
located along the banks of the Taquari River, ia dity Triunfo (RS) belonging to the
Taquari - Antas river basin with identified enviroantal contaminants (pentachlorophenol,
creosote and hydrosalt CCA). The Salmonella/micrasdest evaluated organic extracts of
the material drained into the water body afteniicant rain events as well as Taquari River
samples including organic sediment extract, int@btwater and gross sediment. In the
Salmonella/microsome test, different strains erdhletealuation of different DNA mutations
including frameshift (TA97a and TA98) and base paibstitution (TA100) in the absence (-
S9) and presence (+S9) of metabolic activation. AHmim test allowed verification of
chromosomal alterations. Positive mutagenicity ltesn the Salmonella/microsome assay of
material from the area indicate that this is betr@nsported to the Taquari River, as
confirmed by mutagenic activity detected in botbasisays in sediment samples collected at
the contaminated site. Mutagenic activity was alstected at a site downstream from the
contaminated site. Although the reference arearegst showed low mutagenic activity
originating from a different pollutant source, sugollutants were not found at the
downstream sites. The bioassays employed, maidySalmonella/microsome assay, can
indicate a possible contamination route towardTtaguari River and were proven efficient at

evaluating the mutagenicity of drained soil matearad sediment from the river.

Keywords: Salmonellanicrosome assallium cepatest; wood preservation; contaminated

soil site.
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1 Reviséao de Literatura
1.1  Ambiente Aquatico

A qualidade da vida humana esta diretamente eeitagitente ligada a saude do ambiente,
onde interagcbes complexas entre os componentegicabidar, agua, solo) e bioticos
(bactéria, vegetais, animais, entre outros) sumterst vida. A deterioracdo da qualidade de
algum destes componentes pode ocasionar prejuizoscassistema (Jha, 2004). Como
consequéncia do crescimento populacional e do dels&mento industrial, a producéo, o
consumo e a disposicdo de quimicos e residuos aamero ambiente, principalmente no
compartimento aquatico, que é o ultimo receptotedesontaminantes (Jha, 2004). Tal
compartimento tem papel vital para o funcionameitoecossistema. Agua superficial, tal
como a de rios, lagos e mares, € utilizada comie fd@ abastecimento, irrigacao e recreacao.
Sua contaminacédo por efluentes de origens indlystapicola e domeéstica, incluindo as
estacoes de tratamento de esgoto, apresenta cénsiglsobre a saude publica e ao

ecossistema aquatico (Ohe et al., 2004).

Cazenave et al. (2009) ressalta que atividadesmosis séo fatores chave no aumento dos
niveis de contaminantes em ambientes aquaticas Aguja € caracterizada como uma mistura
ambiental complexa. Nesta, € possivel detectar diversidade de compostos quimicos
persistentes que  apresentam  propriedades mutagéniedou  clastogénicas

(Frenzilli et al., 2009).

Organismos aquaticos, quando expostos a estes nuioatdes genotdxicos, podem
bioacumular tais compostos e transferi-los, atral@égeia alimentar, a outros seres Vvivos.

Outro risco ecoldégico apontado pelos pesquisadsfiesas acdes destes poluentes sobre o
15



material genético que resultam em mutacdes hereditétom efeitos deletérios ao organismo.
Estas podem ocasionar perda da diversidade gengtieainfluencia, a longo prazo, a
sobrevivéncia das populacdes (Jha, 2004). Pollacl.e(2003) reforcam que quimicos
persistentes no ambiente ndo oferecem apenas emmoégico, mas também ameacam a

saude, induzindo cancer em humanos.

Segundo o sistema de classificacdo da AgénciasbpiRa sobre o Cancer (IARC), Ohe et al.
(2004) relatam que a maior parte dos agentes gosmiberados na agua superficial e na
atmosfera, apresentam atividades mutagénica elastogénica classificadas em dois tipos:
persistentes (incluindo metais e organicos poiadsl aromaticos) e volateis. Esses

compostos de acdo mutagénica sado identificados poioritarios para controle ambiental.

Além de contaminar da coluna d’agua, os poluentelem comprometer o sedimento. Este
sdo depdsitos de restos fisicos e bioldgicos quemaicomo dissipadores para uma grande

variedade dos poluentes organicos e inorganicagl&010).

Sedimentos marinhos e dulcicolas sdo matrizes diadne complexas, compostas de matéria
organica em varios estdgios de decomposi¢do, rhiparaculado que varia em tamanho e
composicdo quimica e material inorganico. Muitos lupotes aquéticos estdo
predominantemente associados com depdsitos firmms em matéria organica. O destino
ambiental, a biodisponibilidade e a toxicidade eegtoluentes, particularmente os organicos
semi-volateis, sdo determinados pela interacdo esigs depdsitos (Chen & White, 2004).
Além disso, este depésito de mutagenos persistaotegdimento pode ser continuamente

reintroduzido na coluna d’agua via ressuspenséansferéncia tréfica (Perelo, 2010).

16



A utilizacdo integrada de analises quimicas, bimigds e celulares € considerada um dos
procedimentos de escolha para detectar impacta®mtaminantes sobre sistemas aquaticos
(Ohe et al., 2004). A relevancia de detectar rissotagénicos/ genotoxicos associados com a
poluicdo da agua foi compreendida no final dos afthsquando se desenvolveram métodos
baseados no bioensaio co®almonela mexilhdes e peixes (Frenzilli et al. 2009).

Barata et al. (2005) declara que a avaliacdo ewaldip qualidade da adgua é fundamental
para a gestdo das aguas superficiais e a protezmieabssistemas aquaticos. Seu status
ecologico é definido por critérios biolégicos, gidas, morfolégicos e hidroldgicos (Eisele,

2003).

Desde 1980, regulamentacBes que limitam os parédsnee qualidade da &gua tém sido
promulgadas. A iniciativa privada e o governo téastg bilhdes de dolares na gestdo das
substancias téxicas liberadas no ambiente, em spéises do mundo. No Brasil, a resolucao
n°357 (CONAMA, 2005), dispbe sobre a classificaghis corpos de agua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem comoekstabas condicbes e padrbes de
lancamento de efluentes, e da outras providéndlasRio Grande do Sul, a Resolugéo
CONSEMA n °129 complementa os parametros de a@liggiimica de efluentes e dispbe
sobre critérios e padrfes de emissao para toxieidacefluentes liquidos langcados em aguas
superficiais no Estado (CONSEMA, 2006). Outra nes@b de grande importancia € a n° 396

(CONAMA, 2008) que enquadra as aguas subterraneas.

1.2 Solos contaminados

Segundo White e Claxton (2004), o solo é um meitaico e complexo que forma a

interface da atmosfera, litosfera, hidrosfera esfei@. Caracteriza-se por um agregado de
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mineral ndo consolidado e material organico prattuzior uma complexa combinacédo de
processos fisicos, quimicos e biologicos. Suasrigagdes variam no tempo e no espaco,
dependendo da combinacdo de efeitos como climajdadie bioldgica, topografia e

composicao mineralogica da rocha de origem.

Os problemas de contaminacdo deste compartimewotqrsdrizados, uma vez que solos
impactados podem afetar as comunidades terrestegpi@icas através da drenagem e do
escoamento de substancias toxicas dos locais cioridos (Fernandez et al., 1993; Cardozo

et al., 2006; Da Silva Junior & Vargas, 2009).

O solo, do ponto de vista de retencdo de poluemi#sie de outros compartimentos
ambientais por ndo apresentar deslocamento continoamo no caso da circulacdo
atmosférica e da agua de superficie, podendo tamraoeiumento do tempo de permanéncia
dos contaminantes em nivel local. Além disso, ® sme como um filtro, necessitando,
assim, de cuidados especiais em seu uso. Entrenafppis residuos contaminantes do solo

estdo 0s metais pesados e 0s compostos organig@&ly@ Junior & Vargas, 2009).

Diferencas no tipo de solo podem ter grande rel@adsobre a toxicidade do poluente
depositado. Finas particulas de sedimento possadya oegativa e sdo capazes de reter ions
de carga positiva de metais toxicos, tais coma,azinobre, arsénio, aluminio, cromo, niquel
e cadmio. O estado oxidativo de um determinado golde modificar drasticamente a
toxicidade de metais como aluminio e arsénio. Catggoorganicos com baixa solubilidade

em agua (ex. hidrocarbonetos aromaticos, pesticidaados) sdo geralmente absorvidos pela
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matéria organica do solo e pelas particulas déaamggue pode resultar em alteracdes de sua
toxicidade através da reducéo da biodisponibilidada exposicao (White e Claxton, 2004).
Atividades antropicas podem elevar a composicaaralatie metais e metaléides no solo,
presentes naturalmente pela dissolucdo de rochagnerais. Em meio aquoso, 0s ions
metalicos podem se ligar as particulas organicasmanganicas como, por exemplo, radical

hidroxila, argila, detritos organicos e microrgamis. Este fen6meno € conhecido como

complexacao ou adsorcao (Vasquez et al., 2008;li2a XEinior & Vargas, 2009).

Nos ultimos anos, a poluicdo do solo por metaisag@s aumentou devido as emissdes
atmosféricas continuas de compostos provenientaesigmlmente de fontes industriais. A
poluicdo por hidrocarbonetos policiclicos aromé&i¢blPAs) € igualmente muito elevada,

também ocasionada por atividades industriais allages.

Compostos genotoxicos no solo podem ter efeitoesalsalde humana através da inalacéo de
poeira, ingestdo de plantas que absorvem o0s coagpdst solo, bem como pela drenagem
destes até aguas subterranea e superficial, quetifdadas para abastecimento, recreagéo,
pesca, agricultura, entre outras atividades. Eamtet é importante conhecer o
comportamento dos mutagenos no solo, uma vez @@d@ destes é variavel, podendo ser
iméveis, como também mover-se e ingressar em oatmpartimento ambiental e
bioacumular (Monarca et al., 2000; Lah et al., 2@8 Silva Junior et al., 2009).

A deposicdo indiscriminada e o acumulo dessas &uwtiss podem formar sitios de solos
contaminados que necessitam de diagndstico, manignto e processos de recuperacdo. A
preocupacgdo com estes sitios € em escala global constatado pelos pesquisadores Gisbert

et al. (2006), que determinaram, através de espéeigetais, a tolerancia e o acumulo de
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metais pesados em sitio de passivo ambiental puwende intensa atividade de mineracao
(exploracéo de chumbo e zinco) e em area agricokarpa da regido mineradora, na cidade
de Valéncia, na Espanha. No Brasil, exemplo de siintaminado € relatado por Da Silva
Juanior & Vargas (2009), que avaliaram solos comnsigasambiental proveniente de usina
termelétrica a carvao, na regiao sul do Brasibgugjeitos sdo conhecidos por danos ao meio

ambiente e a saude humana.

Visando a necessidade de prevencdo da contaminigcdolos, leis tém sido criadas pelos
orgaos publicos com a finalidade de estabelecergestiio eficaz sobre este compartimento.
No Brasil, por exemplo, a resolugdo n° 420 (CONANM209), dispbe sobre critérios e
valores orientadores de qualidade do solo quanfeaenca de substancias quimicas e
estabelecediretrizes para o0 gerenciamento ambiental de aoeamsaminadas por essas
substancias em decorréncia de atividades antrOpidas entanto, esta legislagdo néo
contempla, a exemplo de outras no pais como a COANAM357 e a CONSEMA n° 129,
ensaios biolégicos que permitem definir, pelo efed presenca destes compostos, que,
mesmo em baixas dosagens, formam misturas comptkexa#ta reatividade (Vargas et al.,

2008).

1.3 Preservantes de Madeiras

A madeira apresenta uma gama de usos nos meiok eutabano. Muitas de suas
caracteristicas a tornam atrativa como material cdastrugdo, como as excelentes
propriedades resisténcia — densidade, baixo cusitil@roducéo (Hingston et al., 2001).

Apés o corte da arvore, a madeira sofre decompmsigadeterioragdo por agentes fisicos

quimicos e biolégicos, em virtude de suas estrigwanstituicdo quimica. Varios organismos
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deterioradores, como os fungos e os térmitas patana—la (Yildiz et al. 2004; Paes et al.,

2009).

Para prevenir alteracdes na qualidade mecéanica atieira e, consequientemente, perda
econdmica por parte de quem a explora, sua vidaé (glevada frente a tratamentos com
inseticidas e fungicidas em diferentes estagioprdducdo: durante o tempo no viveiro, na

estocagem e no estagio de serraria (Adam et @9)20

A importancia da preservacdo da madeira no Brasfl eelacionada com a diminuigdo da
pressdo sobre as florestas nativas, pois o aundentéda Gtil da madeira possibilita maior
conservacgdo dos recursos naturais florestais. @ detpreservacdo de madeiras também tem
estimulado o reflorestamento no Brasil, pois ermoonhas espécies de reflorestamepios

e eucalipto, uma alternativa para a substituicdausio das madeiras nativas, uma vez que
essas espécies sao passiveis de tratamento. A 1% do Ministério de Meio Ambiente
torna obrigatorio em todo o territorio nacionalrgaervicos de utilidade publica destinados
aos transportes ferroviario e rodoviério, servitgegréficos, telefénicos e de fornecimento
de eletricidade, o emprego de madeiras preserV#ladA, 2010). Madeiras tratadas sao

comumente utilizadas para construgdes, pontesrasoaplicacoes (Temiz et al., 2006).

A preservacdo pode ser realizada por métodos mgtimdiretos, quimicos e bioldgicos. O
método mais amplamente utilizado para preveniragus de organismos xiléfagos é o da
introducdo na madeira de substancias quimicasa®@esses organismos que impedem o seu
desenvolvimento. Essas substancias, ou biocidasag@pados em duas grandes classes: as

oleossollveis e as hidrossoluveis. A aplicacddedegreservativos s6 é economicamente
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viavel se a vida 0til da madeira for significativembe aumentada em relacdo aquela usada
sem tratamento. As caracteristicas ideais de usepativo de madeira englobam minima
toxicidade aos demais seres vivos, garantia degiotcontra xil6fagos, retencédo do produto
na madeira ao longo do tempo e custo reduzidoetantio, as substancias com maior eficacia
apresentam toxicidade e os produtos relativamenéxicas sao ineficientes como

preservantes (Appel et al., 2007).

Segundo a Associacgao Brasileira dos Preservaderdtadeira (ABPM), a preservagéao pode
ser feita por processos nao industriais como imeséples, pincelamento, asperséao,
pulverizacdo, e por meio de processos industrie@izados por vacuo — pressdo em

autoclaves em usinas de preservacgao de madeiral(épal., 2007).

Atualmente, dos métodos de preservacao utilizamsais eficientes sdo aqueles aplicados
sob condi¢des de vacuo e pressédo, e dentre estdsstca o processo de célula cheia ou
Processo Bethell (John Bethell/ Inglaterra, 1888)te desenvolve-se por um periodo inicial
de véacuo, seguido pela aplicacdo da pressao pgeax fo liquido biocida a atingir a estrutura
da madeira. Entretanto, a técnica apresenta algoaevenientes, como baixa resisténcia de
retencdo interna do fluido apos saturacdo da nmegdeigue ocasiona sua lixiviagdo para o
meio externo, havendo a necessidade de um adegesidolo para secagem. Preocupacdes
ambientais existem devido a dificuldade de assegumado exposicdo de trabalhadores e

ambiente aos liquidos e residuos do tratamentdl@i{j& Henriksen, 2009).
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Entre os preservativos oleosos, encontram-se ocagentfenol (PCP), o creosoto e 0s
hidrocarbonetos clorados e, como exemplos dos $sdhaveis, o arseniato de cobre cromado

(CCA) e borato de cobre cromado (CCB).

O PCP foi um pesticida amplamente utilizado no nouneim aplicacbes industriais e
domésticas, com extensa utilizagdo no tratamentomddeira, sendo registrado como
inseticida, fungicida, acaricida, herbicida e distante. Esse preservativo, também
conhecido como PO da China, é um dos produtosatadtrs no Tratado PIC GLOBAL -
informac&o e consentimento prévio em caso de camétctransporte internacional- (Appel
et al., 2007). No Brasil, deixou de ser produzidodécada de 70 e foi proibido em 1985,
através da portaria de n° 329 do Ministério da é&gdtura (Ministério da Agricultura, 1985).
Pode ser obtido pela cloragdo do fenol, atravésahapleta substituicAo dos atomos de
hidrogénio pelos de cloro. Conhecido por sua pérsi&|a no ambiente e comprovada
carcinogenicidade, € um dos agentes que mais cor@agua, solo e ar, além de difundir-se
pela cadeia alimentar. Foi designado como polupritgitario pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) e classificadmo carcin6geno ambiental do
grupo 2B pela IARC, o que caracteriza que € poksareinogénico para humanos (Zhu et
al., 2001). Contém em sua composicdo, e como pradlitdegradacgéo, dioxinas e furanos.
Este fato, aliado a agressividade do produto aohsemano e a legislacdo que impde
crescentes restricoes ao uso de biocidas orgaredols, tem desestimulado o uso deste

preservativo, embora seja um dos mais eficientgsotacdo da madeira.

Outro biocida também amplamente utilizado na pémeda madeira foi o creosoto,

usualmente empregado em combinacdo com o pentiioto Entretanto, teve seu uso
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proibido, no Brasil, em 1998, pelo Decreto — lei264 (Ministério da Economia, 1998). E
obtido pela destilacdo do alcatrdo de hulha, sulyoorecuperado no processo de obtencao
do coque siderurgico. A composicdo € bem complegatendo mais de uma centena de
compostos organicos: 80% de HPAs, 10% de fendis-d3% de compostos heterociclicos
aromaticos. E considerado o mais antigo presewvatey madeiras, apresentando excelentes
propriedades de toxidez a fungos, cupins e a naadlm$ perfuradores marinhos. Apresenta-se
insolavel em agua e néo se fixa na madeira polBesaquimicas, apenas adere as paredes
celulares ou se deposita no lume das células. @ittontes do creosoto e seus metabdlitos
sdo conhecidos por serem téxicos e alguns mutageni@zs HPAs por apresentarem baixa
solubilidade em agua tém sua biodisponibilidadétdida em comparagdo com 0s compostos
heterociclicos aromaticos, que s&o mais solUveis &guma e mais moveis no solo,
apresentando potencial risco para agua subterragaa, superficial e biota (Engwall et al.,
1998; Ahtiainen et al., 2002; Hartnik et al., 2Q0X)em disso, ha o problema de exsudacdao,
gue é o excesso de produto na superficie da madafeala. Tal caracteristica tem causado

irritacédo na pele das pessoas que manuseiam astpseaas (Appel et al., 2007).

Os modernos preservativos hidrossollveis sdo toitkis pela associacdo de varios sais. A
solugéo aquosa destes, ao penetrar na madeira,reaffdes de fixacdo e produz compostos
insolUveis que dificilmente serdo lixiviados. Atongnte, o preservativo mais utilizado para
preservacdo de madeiras pertence ao grupo dosimoog, como o CCA. Existem trés tipos
de CCA (A, B e C), sendo o tipo C 0 mais comum, @eomposi¢cao de 47,5% de GrO
18,5% de CuO e 34% de A%. Esse grupo tem substituido os preservativos mggnque
tém efeitos nocivos sobre o ambiente e a saude ain@s elementos metalicos do CCA

estdo geralmente no estado de 6xidos,;CBDO e AsOs, em que 0 arsénio e o cobre agem
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como biocidas, enquanto o cromo como fixador dotwime@a madeira. Cobre (Cu), cromo
(Cr) e arsénio (As) apresentam riscos potenciaia pasaude humana e para o ambiente,
quando expostos a concentracfes elevadas. Todes eempostos sdo listados como
prioritarios pela US EPA. A IARC classifica o di@mco pentdéxido (Ags) como

cancerigeno (Hingston et al., 2001; Townsend g2@04).

As rotas de exposicao frente a estes compostogeimc(1) contato direto humano com o
quimico (absorcdo dermal, ingestdo de alimentogua é&xpostos aos poluentes, bem como
inalagcdo de particulas da madeira), (2) exposigdcha@mem ao meio impactado pelos
preservativos que lixiviam da madeira tratada eef@osicdo de organismos aos compostos

preservativos no meio ambiente.

E conveniente destacar que todos os produtosaatiiz na preservacio da madeira devem ser
todxicos aos organismos biolégicos que degradam dein@a por consequéncia, podem ser
téxicos a homem e animais. Uséa-los, sem os cuidddeslos, é arriscar a propria vida e
contaminar o ambiente. A area do conhecimento gtwela a preservacdo da madeira € das
mais dindmicas e tem procurado insistentementesnpradutos que sejam menos agressivos

ao meio ambiente (Appel et al., 2007).

1.4  Biomarcadores de Genotoxicidade

Avaliacdo de risco ecologico ou ambiental € defin@mo o procedimento pelo qual os
efeitos adversos dos poluentes e outras atividadgspogénicas em ecossistemas e seus
componentes sdo estimados a partir de metodolagitifica. Dentro do grupo de descritores

de origem bioldgica, os biomarcadores tém se dadtaem diagndstico e monitoramento
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ambiental. Estes s&o definidos como uma medidaztjae pode refletir a interacdo entre um
sistema biolégico e um agente ambiental (quimitsicd ou biologico), evidenciada por
alteracOes bioquimicas, celulares, histologicagmléigicas ou comportamentaisd€r et al.,

2003).

A utilizacdo de biomarcadores pode fornecer inf@@ea sobre os efeitos biolégicos de
poluentes sem necessitar quantificd-los nos etesss. Existem alguns critérios para
identificar biomarcadores eficientes entre el@spigferir respostas em nivel celular, pois se
sabe que estas sao descritores bioldgicos maigrsnig; (i) possuir alta sensibilidade a
minimas alteracfes ambientais e respostas bioBgicecoces para prever danos ao meio
ambiente e a saude humana; (iii) os ensaios degemdgidos, baratos e de facil realizacao;
(iv) os controles devem ser bem definidos parasenduir facilmente entre variagdes dentro
dos ensaios e alteracbes ambientais causadas graesi@stressores; (v) as respostas devem
estar relacionadas a dosagem e ao tempo de expasigar fim; (vi) sempre que possivel,
deve-se dar preferéncia para técnicas ndo invasivd@® destrutivas para possibilitar estudos
com espécies e populacdes que estejam em perigatidedo ou que tenham naturalmente

baixo tamanho populacional (Da Silva Junior & Vardgz009).

Os biomarcadores séo classificados em trés tipomarcadores de exposicaaletectam ou
medem substancias, seus metabdlitos ou, aindaroalkitps da interagdo entre o agente
xenobiético e alguma molécula ou célula-alvo queeélida em um compartimento dentro do
organismo;biomarcadores de efeite inclui medidas bioquimicas, fisioloégicas ou astr
alteracdes dentro de tecidos ou fluidos corpéreesuth organismo que podem ser

reconhecidos ou associados com possiveis ou estatmd danos a saudeleomarcadores
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de suscetibilidade indicam uma habilidade inerente ou adquiridaude organismo para
responder frente a exposicdo de um xenobioticocéspe incluindo fatores genéticos e

mudancas nos receptores que alterem a suscetil@ldiaum organismo (3Tet al., 2003).

A avaliacdo precoce de sinais em organismos indieadpode prevenir os efeitos a longo
prazo, em niveis populacional e de comunidade.icBEtmente, os biomarcadores de
genotoxicidade tém sido aplicados para prognosticanpacto de poluentes em diversos
organismos, como dano no DNA, gene e mutacdes @sinucas. As bases mutagénicas de
alguns canceres e a forte associacdo entre mutadéaida e carcinoma confirmam a
importancia dos testes genotdxicos em identificAmicos carcinogénicos (Bolognesi et al.,

1996).

Biomarcadores complementam e aumentam a confiatididle dados de analises quimicas,
oferecendo informacdes bioldgicas relevantes sobpotencial do impacto de poluentes
toxicos sobre a saude dos organismos. Atualmentdilizacdo de biomarcadores para o
monitoramento da qualidade ambiental, tem conglosiateresse na avaliacdo de aguas
superficiais, como rios, sedimento e solo em muiigsres do mundo, incluindo o Brasil.
(Vargas et al., 2008; Cazenave et a., 2009; Whi@akton, 2004; Ohe et al., 2004; Chen &
White, 2004; Tagliari et al., 2004; Umbuzeiro et a0D06; Da Silva Junior & Vargas et al.,
20009).

Ensaios empregados para avaliar a genotoxicidadanuastras destes compartimentos
ambientais podem ser agrupados dentro de trésoci@egbioensaios padronizados utilizando
bactérias, tal como teste de mutagenicidad&almonellae SOS cromoteste; ensainsvitro

empregados em culturas de células eucariéticasp cétulas em peixe e mamiferos (CHO,
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V79, HepG2, MCL-5, etc); sistemas vivo, como ensaios com plantd/i¢ia fabg
TradescantiaAllium cepd (White & Claxton, 2004; Ohe et al., 2004; CheM&ite, 2004).
Bioensaios de curta-duracéo tém permitido a queat#io de mutagénicos perigosos, como o
teste de mutagenicidade dgalmonella amplamente utilizado para detectar atividades
mutagénicas em misturas ambientais complexas targ,cagua superficial e sedimento,

especialmente em rios (Vargas et al., 2001; Ohad.e2004).

Nos ambientes naturais, 0os contaminantes geralmest& presentes como misturas
complexas e nao existe apenas um marcador que foossaer um diagndstico completo da
degradacdo ambiental. Para superar esta dificyldadetilizacdo de um conjunto de
biomarcadores pode ser util para avaliar as vadapostas das misturas de poluentes no

organismo (Cazenave et al., 2009; Vargas et 80820

1.5 Ensaio désalmonella/microssoma

Estudos realizados para identificar e mapear osggersponsaveis pela biosintese da histidina
produziram um grande numero dgalmonella mutantes. Em algumas destas, foram
substituidos pares de base e, em outras, ocorag@mdes ou delecdes de uma ou mais bases
em seu DNA que as impossibilitaram de sintetizatidina (linhagens dependentes de
histidina-His), tornando-as incapazes de crescer em meio deawéem o aminoacido. Mais
tarde, percebeu-se que estas linhagens mutantesigpudser utilizadas para identificar e
caracterizar quimicos mutagénicos pela sua habtididde reverter ao estado selvagem
(independentes de histidina- Bise restaurar sua capacidade de sintese As linkagen

indicadoras apresentam diferentes mutacdes paectaetsubstancias mutagénicas que
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alterem o DNA por deslocamento do quadro de leiflirlhagens padroes como TA98 e
TA97a) e substituicdo de pares de base (linhagehOUApor exemplo) (Mortelmans &

Zeiger, 2000).

Existem muitos ensaios para detectar em mutagewieidyenotoxicidade de agua superficial,
solo e sedimento, mas a utilizacdo de bioensaiwshaxtérias tem provado ser muito efetiva
para o monitoramento, devido a sensibilidade, baixto, confiabilidade e rapida resposta. O
teste de mutagenicidade almonellatambém conhecido con®almonelldmicrossoma ou

Teste de Ames, é a metodologia de triagem maiszadd para detectar substancias

genotoxicas, sendo validada, em larga escala,ipersds laboratérios (Chen & White, 2004;

Ohe et al., 2004).

Os protocolos mais utilizados estdo descritos enroM& Ames (1973), que apresentam o
método de pré — incubacao, no qual, concentragbesndstra ambiental ou do quimico a ser
testado sdo acrescidas de aliquota de culturaati@risacom e sem sistema de metabolizacao,
incubadas por 20 minutos, a 37°C e semeadas em apeapriado. Apds periodo de
incubagcdo em estufa bacteriolégica por 48 hora8QB7% avaliado o numero de colbnias

revertentes por placa (Vargas et al., 1993).

Sabe-se que muitos carcinogénicos quimicos, conttPdss sédo biologicamente inativos até
gue sejam metabolizados a formas ativas. Comoarmapontes ndo apresentam capacidade
de metabolizacdo através de sistema proéprio, ur@nssexdgeno de ativacdo de figado de

rato € adicionado ao agente quimico a ser testadmaetéria (Mortelmans & Zeiger, 2000).
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Kado et al. (1983), propés uma simples modificagéiprotocolo do teste de Ames, criando o
meétodo de microssuspensao. Este apresenta magbidade que o teste original, sendo a
linhagem teste, concentrada em 10 vezes o cresinmiginal, 0 que permite avaliar a

mutagenicidade em pequenas quantidades de amostras.

As diferentes linhagens dgalmonellapodem fornecer informagdes sobre diferentes dasse
de mutagenos presentes nas amostras (Ohe et @). ZD teste de Ames € sem duvida o
bioensaio mais utilizado na pesquisa de mutagé&rabental, especialmente para avaliagbes
de misturas complexas, tais como, extratos orgardeosolo, ar e agua (White & Claxton,

2004).

No Brasil, o teste de Ames tem sido amplamenteatib para avaliar o ambiente aquatico,
como reportado por Tagliari et al. (2004), que ianal sedimento da bacia hidrogréafica dos
rios Cadeia e Feitoria no Rio Grande do Sul, ena anfluenciada por curtume, cuja
problematica sdo os efluentes ricos em cromo gméaconam os rios. Umbuzeiro et al.
(2001), analisaram diferentes amostras de aguasfmigis de bacias hidrograficas no estado
de Sao Paulo, um dos estados mais desenvolvidwhistiializados do Brasil, e mostraram a
eficiéncia em detectar agentes mutagénicos em massttomplexas. Vargas et al., (1993,
2008) relatando estudos em aguas superficiais dia adrografica do Cai na area de
influencia petroquimica, ressalta a sensibilidadeedsaio a esses compostos. Devido ao
grande risco a saude humana, a agua de abastezipussivelmente contaminada também é
avaliada pelo teste de Ames, como descrito porifdegeal. (2007). Compartimentos como
solo e ar, sdo também avaliados, como reportadd/pagas et al. (2003); Coronas et al.

(2008) e Da Silva Janior & Vargas (2009).
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1.6  Ensaio deAllium cepa

Entre os bioensaios de genotoxicidade, os testegeciéticos em células vegetais oferecem
uma seérie de vantagens, como: a) as técnicas decéetsdo de rapida execucdo e baixo
custo; b) o ciclo de vida de muitas plantas € curtgue permite verificar os efeitos em
geracdes subsequentes; c) varios indicadores podem usados, como, Vvariacdes
cromossOmicas, mutacdes génicas, alteracdes &liaos embrides e nos graos de pdlen; d)
os modelos utilizados para analise de alteracdemagsomicas empregam vegetais que
dispdem de cromossomos grandes e em pequeno nlovgue, 0s tornam convenientes para
analise citogenética; e) podem ser usados pardosstusitu ou ex situ Varias pesquisas -
como os estudos de FISKESJO (1988) - mostram egéel positiva entre os efeitos
observados nas plantas e aqueles observados emomatie mamiferos, o que facilita
detectar a atividade genotoxica, uma vez que aag¢do de modelos animais faz-se muitas

vezes, complexa, dispendiosa e morosa (GRANT, 1994)

O emprego de vegetais como organismos teste temirsiticado e validado por diversas
agéncias de protecdo ambiental, como o Programaehiab das Nacdes Unidas (UNEP),
Organiza¢do Mundial da Saude (WHO) e a US EPA.ieaxt plantas utilizadas no estudo de
biomonitoramento, algumas espécies apresentamstaspmais adequadas. O génillaum,
especialmente a espéchdlium cepa tem mostrado ser uma espécie eficiente para tais
estudos, principalmente quando é utilizada paréaav@anos cromossdmicos e disturbios no
ciclo mitético. Tais organismos teste tém sido dedios em estudos colaborativos que
mostram a eficacia destes para o monitoramentowtagenicidade ocasionada por agentes

ambientais poluidores (Fernandes et al., 2007).

31



A utilizacdo do sistema teste édlium cepafoi introduzido, por Levan, em 1938, quando
investigava os efeitos da colchicina. Desde erd&este déllium tem sido freqiientemente
empregado para avaliar misturas complexas, coma égurio ou efluentes industriais. O
método foi modificado por Fiskesjo, em 1985, e tdmppor Rank e Nielsen, em 1993,
propondo modificacdes que tornam o teste mais 2fizaa avaliar tais amostras e, até o
momento, a metodologia tem sido utilizada com sa€biskesjo, 1985; Ma et al., 1995;

Leme & Marin — Morales, 2009).

O material de estudo no testeAléum séo as células dos meristemas das raizes que, alesd
inicio dos anos 30, sdo empregadas em estudosadmgtnicidade de agentes fisicos e
quimicos. As células meristeméticas constituem wnmveniente sistema para avaliacao
microscopica de alteracbes cromossémicas por aypaesen cromossomos grandes que
facilitam a analise. O teste édlium possibilita estudar as atividades citotoxica, ¢g@xioa e

mutagénica por meio de parametros avaliados comwagi®es cromossémicas e micronucleo
(Ma et al.,, 1995). Ma et al., em 1995, propuseraodifitagcbes para analisar efeitos
mutagénicos, observando micronlcleos também emlasélBl expostas a poluentes

ambientais.

Ambas as andlises em células meristematicas e letasc€1 deAllium cepatém atualmente

sido reportadas na literatura como eficientes autbeces de agdo direta sobre o DNA. De
acordo com Leme e Marin — Morales (2009), a anatlse aberracdo cromossdmica
juntamente com a andlise de micronucleo em célmassteméticas sédo avaliagbes téo

eficazes quanto a analise de micronucleo em FlnAdé aberracbes cromossdémicas e
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micronucleos, que avaliam respectivamente a atiéidgenotoxica e mutagénica, células em

divisdo também séo quantificadas a fim de aval@togoxicidade do poluente.

As aberracdes cromossOmicas sdo caracterizadasygiancas na estrutura cromossémica ou
no numero de cromossomos, que podem ocorrer esgamt@énte e/ou como resultado de
exposicdo a agentes fisicos e quimicos. Alterag@®uturais podem ser induzidas por
diversos fatores como quebras, inibicdo da sirdedeNA, bem como replicagbes de DNA
alterado. As aberracdes numéricas, por exemplouptmidias e poliploidias sé&o
consequéncias de segregacdo anormal de cromossOsesicronucleos sdo considerados,
por muitos autores, como 0 parametro mais eficientsimples para analisar o efeito
mutagénico. Isso se deve ao fato de eles resultdeedanos erroneamente reparados, ou até
mesmo ndo reparados nas células parentais, secitfoefiste observados nas células filhas
como uma estrutura similar ao nucleo principal. @isrondcleos aparecem a partir do
desenvolvimento de algumas alteracbes cromossdmpmasexemplo, quebras e perdas

cromossomicas (Leme & Marin — Morales, 2009).

Muitos pesquisadores que tém empregado vegetaisapaliar a genotoxicidade em amostras
ambientais mostram que estes organismos teste &dares de ativar mutagenos pela
presenca de um sistema oxidativo enzimatico propste sistema também oferece opc¢des de
exposicdo direta no sedimento e em seus extragtgreatos. Os tecidos de plantas também
podem ser expostos diretamente em solo, tantdumeanto ex situ, ou extratos aquosos e

lixiviados (Fiskejo, 1985; White & Claxton, 2004h®et al., 2004).
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Rank & Nielsen (1998) utilizaram o sistema testélie@m também para avaliar o esgoto em
diferentes usinas de tratamento, na Dinamarcalaeioearam a acdo de diferentes metais
pesados que o compunha com as aberracdes cromoasénicontradas. Leme & Marin —

Morales (2008) empregaram o bioensaio para avalieyés de células meristematicas e F1,
a qualidade da agua de rio contaminado por petréetos os trabalhos provaram que a

Allium cepafoi sensivel para as andlises propostas.

1.7  Area de Estudo

A bacia hidrogréfica Taquari — Antas situa —seetpao nordeste do estado do Rio Grande do
Sul, abrangendo uma area de 26.428, lequivalente a 9% do territério estadual, onde 98
municipios estdo inseridos total ou parcialmenieith-se ao norte com a bacia do rio
Pelotas, a oeste e ao sul, com a bacia do rio &auieste, com as bacias dos rios Cai e

Sinos. Trata-se do principal afluente do rio Jaziior formador do Guaiba (Figura A).

O rio Taquari segue a direcao predominante noffteapresentando uma extenséo de 140 km
e uma declividade média de 0,2 m/ km. Caractegzeesno um rio de planicie, com pouca

declividade e raras corredeiras.

Neste trabalho, enfatizou-se avaliar regido daabgue estd em area de influéncia de sitios
com passivo de solos contaminados por quimicogzadibs na preservacdo da madeira de
uma usina instalada a margem esquerda do rio Tiagoadistrito de Barreto, municipio de

Triunfo (RS). Foi constatado, por estudos préwaospntaminacéo do solo e do lencol freético

do sitio desta usina pelos biocidas empregadositduosfuncionamento.
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A area total do terreno da usina é de 18 hecteoesendo uma area construida de 1.417 m
A unidade operou de 1960 a 2005, no beneficiamerggploracdo comercial de postes de
iluminacéo elétrica. Empregando, de 1960 a 198a¢8es de PCP e creosoto, apds proibicdo
do PCP em 1985 pela portaria n° 329 do Ministéaid\dricultura (Ministério da Agricultura,
1985), utilizou-se, de 1982 a 1998, o creosotorato com o CCA. Apds proibicdo do
creosoto em 1998, pelo Decreto — Lei n° 264 /1398/thistério da Economia (Ministério da
Economia, 1998), a usina passou a operar utilizaaqggnas o CCA até 2005, quando

cessaram suas atividades.

A éarea apresenta colinas suaves que nao ultrapds¥ametros, esta compreendida sobre a
planicie de inundacao do rio Taquari e em zonajp@h de descarga das dguas subterraneas e
superficiais. Ocorrem alguns corpos d’agua assosjague percorrem a area em direcdo a
drenagem principal, formando sub — bacias. A togftegda area € essencialmente plana, com

pequena declividade sentido oeste-noroeste (Fjura

A &rea é composta por rochas sedimentares, ardimitssa muito finos com intercalagfes de
lamitos (argilitos e folhetos). Parte destas seg@srsedimentares antigas ocorrem cobertas
por espessuras variaveis de materiais inconsol&gjaaeias, cascalhos e lamas.

O sistema aquiifero local é do tipo poroso frediieoe) e superficial (profundidade do nivel
da agua entre 1,6 m e 5 m) contido em depésitosados pelos materiais inconsolidados.
Estudos mostraram que seu deslocamento é em dizegdmagem principal. O clima desta
regido é classificado como subtropical umido, cempgeratura média variando entre 19°C e

19,8°C.

35



Na regidao do entorno da usina, situam — se alguesadencias e estabelecimentos comerciais
de pequeno porte, além de culturas agricolas. Ngemadireita do rio Taquari, a totalidade
da area de entorno € utilizada para fins agric8stsidos para avaliacdo das questfes de uso e
ocupacao do solo revelaram que, desde a décad® @éc6os dias de hoje, a atividade

agropecuaria € predominante na regiao.

Os postes de madeira eram tratados empregandongatéde célula cheia, através da
aplicacao do biocida em autoclave. Apos a impre@ma@ madeira com 0 quimico, 0s postes
permaneciam gotejando em local apropriado. Enti@tan madeira saia ainda umida deste
local e era armazenada em outra localidade, dewf®@o usina, sem tratamento

impermeabilizante, diretamente no solo, por apraxiamente 12h até serem vendidos.

Independente desse passivo de contaminagao airgtanexpontos ativos como (1) cerca de
200 tambores de 100 litros cada, com residuosateprativo de madeira enterrados na area,
(2) cerca de 20.000 litros de residuo onde se mepa solucdo preservativa (3) estimativa
aproximada de 209,%hde residuo em lagoa de decantacdo que servia cemeptora da
drenagem pluvial e efluentes provenientes do tratdonde madeira, entre outras fontes ainda
nao desativadas.

Portanto, as caracteristicas fisicas da area imdigma alta suscetibilidade quanto ao
potencial de contaminagéo de solo, agua subter@rdgmas superficiais. Tendo em vista a
proximidade de um importante rio, a presenca dedaties agricola e pecuaria associadas, a
vizinhanca de estabelecimentos residenciais e @i@gro risco ao ecossistema e a saude

humana pode ocorrer.
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2 OBJETIVOS

O trabalho procurou realizar diagnostico do sedimeo rio Taquari, em area sob influéncia
de sitio de solo contaminado por substancias gasnitilizadas na preservacao de madeira,
empregando ensaios para avaliacdo genotdxica candmptros precoces no diagnostico da
qualidade ambiental.

Os objetivos especificos buscaram:

- Caracterizar o potencial genotdxico da drenageperdicial de solo proveniente do sitio
contaminado, apds eventos de chuvas fortes, atdavéssaidGalmonelldnicrossoma.

- Investigar atividades mutagénicas em extratoarocgs de sedimentos e amostras de agua
intersticial na area sob influéncia de sitio deo smbntaminado no rio Taquari, através do
ensaioSalmonelldanicrossoma;

- Avaliar a mutagenicidade e genotoxicidade dasstita® de sedimento atraves do bioensaio
comAllium cepa

- Relacionar atividade genotoxica, composi¢cdo quangia amostra e rotas de dispersao de

poluentes do solo para o rio principal em periatisstiagem e alta pluviosidade;

O presente estudo é parte integrante do projetdtégias ecotoxicoldgicas para caracterizar
areas contaminadas como medida de risco a saudéapiomal, MCT-CNPg/ CT- SAUDE”,

em andamento na FEPAM, com apoio financeiro do CNPQ
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3 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico Mutagenicity activity in a river basin under influee of contaminated
soils with wooden preservative'foi desenvolvido a partir dos resultados obtideste
trabalho.

O trabalho visou investigar possivel atividade méteca em amostras de sedimento do rio
Taquari e de amostras provenientes de escoamepéfisial de solo, em area que sofre
influéncia de sitio de solo contaminado por sulrsé&nutilizadas na preservacdo de madeira,

localizado na regido nordeste do Rio Grande doEBakil.
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Abstract

Mutagenic activity, using Salmonella/microsome &tdicum cepa bioassay, was employed as
markers to detect pollutant dispersion routes maminated soil site covered by water bodies
associated with the drainage toward the river. Jiteeof the present study comprises an area
located along the banks of the Taquari River, ia dity Triunfo (RS) belonging to the
Taquari - Antas river basin with identified enviroantal contaminants (pentachlorophenol,
creosote and hydrosalt CCA). The Salmonella/miorasdest evaluated organic extracts of
the material drained into the water body afteniicant rain events as well as Taquari River
samples including organic sediment extract, intebktwater and gross sediment. In the
Salmonella/microsome test, different strains erdhlelealuation of different DNA mutations
including frameshift (TA97a and TA98) and base paibstitution (TA100) in the absence (-
S9) and presence (+S9) of metabolic activation. AHrim test allowed verification of
chromosomal alterations. Positive mutagenicity ltesn the Salmonella/microsome assay of
material from the area indicate that this is betr@nsported to the Taquari River, as
confirmed by mutagenic activity detected in botbasisays in sediment samples collected at
the contaminated site. Mutagenic activity was alstected at a site downstream from the
contaminated site. Although the reference arearegst showed low mutagenic activity
originating from a different pollutant source, sugollutants were not found at the
downstream sites. The bioassays employed, maimdyShlmonella/microsome assay, can
indicate a possible contamination route towardTtaguari River and were proven efficient at

evaluating the mutagenicity of drained soil mataarad sediment from the river.

Keywords: Salmonellanicrosome assallium cepatest; wood preservation; contaminated

soil site.
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3.1 Introduction

Wood preservation is an important industry thaedftreatment against biological
effects that lead to degradation and decompositiomood. Throughout the world, wood may
be attacked by pathogenic agents such as xylopkagsacts or lignivorous fungi [1]. The
importance of wood preservation in Brazil is retate the reduction of pressure on native
forests, so that increasing the useful life of #h@od enables greater conservation of the

natural forest resources [2].

The most widely used method to prevent xylophagaitesck is the introduction of
chemical substances that are toxic to these onmganj8]. Currently, the most widely used
wood preservative is chromate copper arsenate (C@WErh has replaced alternative organic
preservative types such as pentachlorophenol awbate due to environmental and human
health concerns [4].

The risk of wood preservative transference into dlgeatic environment has been
recognized as very high in such areas [1]. Mosthef chemicals released into the surface
water are carcinogens and become the component®mplex environmental mixtures
[5,6,7]. Also, the entrance of persistent mutagets sediment can generate a reservoir of
mutagenic hazard that can be continually reintredunto the water column via resuspension
and trophic transfer [8]. The components of compé&wironmental mixtures can have
adverse health effects on the indigenous biotehantans [7,9].

Introduction of chemical substances by anthropidiviies has resulted in
contamination problems at sites. Currently arodnr&world, there are many sites that contain
soils polluted with heavy metals and organic comtamis including aromatic polycyclic
hydrocarbons (PHAS). Inventories performed by matioenvironmental agencies of the

countries revealed thousands contaminated siteghich 60,000 are in the United States and
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Canada. Sao Paulo, the most industrialized staBeanil, by itself contains more than 2,272
cataloged contaminated sites [10,11]. Many cousitramong them Brazil, have felt the
necessity to pass legislation to manage contanuratas. In 2010 resolution number 420 of
the National Environmental Council (CONAMA) was ated to regulate the soil quality [12].

The harm inflicted by contaminated sites on thesgstem, justifies the importance of
investigating them. The use of biomarkers for mammig environmental quality has gained
considerable interest in the assessment of maag around the world [13]. Many of the
studies investigating the genotoxic hazards ofasgrfwater, aquatic sediments and soil have
employed bioassays, including tHgalmonella mutagenicity test andillium cepa test
[6,8,10,14].

The Salmonella microsome assay (Ames test) is a widely accegitedt — term assay
for identifying substances that can produce gengdimage [14]; It is used worldwide to
detect the mutagenicity of biological mixtures astav, sediment, atmospheric environmental
samples and chemicals [7,15,16,17]. Analyses oamukes have enabled the detection of a
great variety of damage, varying from gene mutatido chromosome damage and
aneuploidies. Higher plants present characterih@smake them excellent genetic models to
assess environmental pollutants, and are frequestéy in monitoring studies [18]. Among
the plants employed in biomonitoring studies, sapecies, especialbillium cepafrom
Allium genus, present more adequate response [19].

The present study aimed diagnose the Taquari Rigdiment, in an area under the
influence of a soil site contaminated by chemicalbstances used in the wood preservation
industry. This treatment station operated until 2@hd treated a high volume of wooden
poles and consequently, produced chemical resithatsare dangerous to the environment.

The area is potentially a highly important souré@alutants to the natural resources (water
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and soil). The present study intends to define dbetribution of rainfall drained routes
dispersing genotoxic contaminants from the contateth site to the main river. Employing
genotoxicity bioassays by means of early parameteabled, the diagnosis of environmental

quality.

3.2 Materials and methods
3.2.1 Sampling site

The study was performed at the Taquari River, lglanto the Taquari-Antas basin,
located in northeast Rio Grande do Sul state, whidends 140 km along a north — south
path (Fig. 1). The river is characterized as awdh little declivity, rare rapids, and wide
outflow, and serves diverse purposes such as sogplyater, irrigation, recreation, fishing

and others [20].

The study area is impacted by site where soil maminated by substances used by a
wood preservation plant located near the banké@flaquari River. The area is covered by
associates water bodies that drain toward the imaaly, thus forming sub-basins. The river
also is connected to underground water that coroes the area.

In the active period of the plant, from 1960 u2@l05, wood preservatives including
pentachlorophenol, creosote and hydrosalt CCA (@hted copper arsenate) were employed.
The region is next to a housing nucleus and aguiall crops. Early chemical analyses of the
industrial area confirmed contamination of undeugib water by polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH), Cr, Ar, pentachlorophenol, diesxiand furans at levels exceeding the

standards defined as acceptable by Brazilian ktgpsi [12,21,22].
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3.2.2 Sediment proceeding from contaminated site

Two sampler types were prepared in neutral glasd aostalled inside the
contaminated soil site, with a purpose of evalgathre draining of organic compounds from

the soil in the enterprise area (Fig. 2).

One of them was placed on the surface of the Sainpler 1), in a flat area with the
best draining condition (29°52°18.7"S 51°43’00.7'WYy. 3-A). This location was used as a
depot for treated wood and thus presented the lpbigsiof contaminating the soil. The
sample characterizes the eroded material aftefathievents proceeding from the plateau
where the treatments of wood poles occurred.

In agreement with hydric studies, the other sam{@ampler 2) was lodged inside the
stream that crosses the site that drains toward Tagquari River (29°52'14.4’S
51°43'06.7"W)(Fig. 3-B). For biological analyses afediment originating from the
contaminated soil site, continuous sampling of feeiments in suspension was carried out
and the accumulated material was removed aftegrafisant rainfall event, thus composing
an integrated sample from the period. The sampl#sireed represent the material in
suspension that was exported from the contamireatssl

Both samplers were installed in December 2007 aadi rhaterial collected in two
periods, first in August 2008 (winter) and the seta October 2008 (spring) always after a
considerable rainfall episode. The second samgliegented higher mean relative humidity,
temperature and than the first sampling (Fig. 4)e Bamples of water and sediment were
placed in glass flaks and kept on ice until thewad in the laboratory, where they were kept

frozen until analysis.
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3.2.3 Taquari River sediment collection

Three sampling points in the Taquari River weresemofor the study: one in the city
of Taquari as the reference area, Ta 032 (29°483%1°52'50.2"W), another in the city of
Triunfo at the site contaminated by wood preseveafia 010 (29°52'23.9"S 51°43'21.99"W),
and the third in the city of General Camara, Ta @R8°54'09.7"S 51°45'05.1"W). The
numbers show the distance from the mouth in kilemse¢Fig. 1). The areas are located in the
south region of the Taquari-Antas basin, at anualé of 6-100 m above sea level, with a 0-3

% slope.

The areas are flat and favor the development ofi@necrops including, as maize, soy,
wheat and rice. There is also as focus on cattletlam cultivation of species such as Acacia,
Eucalyptus and Pinus. In vicinity of hydric coursee found native species that constitute the
riparian formation [23]. In particular, the Ta 03Ba is used for entertainment while the Ta
010 site suffers the influence of a contaminatedaafor substances used in wood
preservation, with possible contribution of orgapalutants and heavy metals, which flow
towards the Taquari River while Ta 006 is usedaffnicultural activities (rice).

The first sediment sampling was performed in Deam®007 (summer) and the
second in September/2008 (winter) to study mutaigniln both episodes the means for
relative humidity were similar while the respectivean temperatures in summer and winter
were 24°C and 15°C. Also mean precipitation dateaked that December 2007 was drier
than September 2008 (Fig. 4).

The sediment samples were collected accordingestéindard method, at about 20
cm from the riverbed in a compound sampling plaoeglass flasks and kept on ice until they
arrived in the laboratory, where they were keptzém until analysis [15,24]. The

granulometric characterization of sediment samglipgesented simple classifications, where
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in the first sampling Ta 032 was classified as gamth mud, Ta 010 as muddy and Ta 006
as muddy with sand. In the second sampling Ta 082 classified as cascade with sand, Ta

010 as muddy with sand and Ta 006 as muddy witt gag. 4).
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Fig. 1. The Taquari-Antas river basin, sampling areasénTftaquari River, Ta 032, Ta 010
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Fig. 3. A— Sampler 1, installed on the soil surface of coimated areaB — Sampler 2, placed inside of water body that @edke

contaminated site.
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1 First sediment sampling from Taquari RivRiFirst sampling of soil drainage after a significeainfall event3 Second sediment sampling from Taquari Rider.
Second sampling of soil drainage after a significamfall event.

Dec/2007 Sampling

Granulometric classification by simple frequency (%)

Oct/2008 Sampling

Ta 032 Ta 010 Ta 006 Ta 032 Ta 010 Ta 006
CASCADE 0.0 0.0 0.0 51.8603 0.0 19.2963
SAND 52.4990 12.7000 28.0710 48.1397 38.0376 38.2476
SILT 35.7561 73.6746 62.8535 0.0 51.8012 34.2001
CLAY 11.7449 13.6255 9.0754 0.0 10.1612 8.2560

Fig. 4. Mean meteorological data for: relative humiditynfeerature and precipitation in the study periodcgeber/2007 to

October/2008) and granulometric classification afjiiari River sediment samples (Ta032, Ta010 an@6)af two samplings.
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3.2.4 Sample preparation
3.2.4.1 Organic extract liquid - liquid

The liquid parts of superficial soil drainage saespivere submitted to a previously
described organic extraction procedure [25] withdifications. Two extraction steps were
performed with an 800 ml sample of superficial sdrhinage, using pesticide —grade
dichloromethane solvent (CASRN 75-09-2), resulimgample fractionation into extracts of
compounds having affinity with neutral and acidi¢d.pThe first step was to add
dichloromethane, manually shake for 2 minutes astichet the neutral fraction, filtering them
in glass wool with sodium sulfate. This procedugswepeated 2 times. The second step was
to acidify the same sample (pH 2) with sulfuricdal:1) employing a similar procedure for
extracting the acid fraction. The EOM (extract aiigamass) was measured on an analytic

balance and used to define the sample dilutions.
3.2.4.2 Sediment organic extracts

The organic extracts of sediment from the TaquavieRoriginating from soil site
were obtained to analyze mutagenicity as desciribgaevious papers [15,24]. The sediment
samples (509g) were filtered in glass wool with sadisulfate. The solvent dichloromethane
(CASRN 75-09-2) was added, mixed and sonicated finin at 100W to extract moderately
polar fractions. This operation was repeated fiees and the resultant filtrate passed
through a chromatographic column containing sodsutfate and celite. The extract was
concentrated in a rotary evaporator (40°C), state@0°C for up to 14 days, and assessed for
density. At the time of analysis, the extracts wened by evaporation under a nitrogen gas
flow and resuspended in dimethylsulfoxide (DMSO—dRiede Haén, CASRN 67-68-5),

spectrophotometric grade. In the second samplingpofpler 2 (October 2008) the use of a
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duplicate of the initial sample was necessary dufé concentration of small organic matter

in the sediment (100g).
3.2.4.3 Interstitial water and gross sediment

The sediment samples from the Taquari River wengrifteged at 10,000 X g, for 10
min at 4°C to extract interstitial water. The egtel water was filtered using a 0.45um
Milipore filter, divided into aliquots and frozem a20°C to evaluate the mutagenicity. For the
Ames test, the samples were sterilized in a 0.22filipore filter [26]. These filters were
submitted to extraction procedures (after the samplere filtered, the compounds adhering
to the filters were extracted with water and DMS@) analysis of the presence of possible
mutagens capturing during the filtration procedse Tiver sediment samples were frozen to

evaluate the mutagenicity by tAdlium cepatest.
3.2.5 Mutagenicity Assays
3.2.5.5almonellamicrosuspension bioassay

The mutagenicity of interstitial water, sedimengamic extracts and organic extract
liquid — liquid (superficial soil draining) was duated using th&almonelldnicrosome assay
through the pre — incubation method. In this sttity following 3 strains oSalmonella
typhimuriumwere used: TA98 hjsD3052, frameshift GC, rfaguvrb, pKM10)}, TA97a
(hisD6610, frameshift GC, rfafuvrb, pKM10) and TA100 kisG46, base- pair substitution
GC, rfa, duvrb, pKM10). The TA98 and TA100 strains are generally emploge standard
strains to provide a screening response, where@33 & most often indicated to evaluate the

mutagenicity of heavy metals [27].

The volumes of interstitial water evaluated were 500, 150, 250 and 400 pL per

plate. The sediment organic extracts were assesdbd concentrations of 2.5, 10, 40 and 80
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Hg per plate and the organic liquid — liquid extsawere analyzed at the volumes of 0.62,
1.25, 2.5, 5 and 10 pL per plate. To analyze tipeidi — liquid extract the two extracts were

joined (50% acid and 50% neutral compounds) acngrtti volumes.

The Salmonellanicrosome assay was performed with modificatioB8],[ in the
absence and presence of a rat hepatic microsoataioin (S9 mix with 4% rat liver S9). The
samples were incubated in a water bath withoutisgakvith 100 pL of the tester bacterial
culture (1X 16° cells/ml) in the absence and presence of metalamiiivation (100 pL)
solution, for 90 min, in the dark, at 37°C. Platings performed as previously described [29].
Cytological activity was also assessed via a sahwurve of the test organism compared at
different concentrations of the samples [15,24@91lising background lawn analysis when
the sample was not sufficient for all the assays 8D].

For all strains the mutagenicity and cytotoxicitgre evaluated after 72h of incubation
(37°C). The negative and positive controls wereesssd concomitantly, with DMSO
(spectrophotometric grade) or sterile deionizedewlting used as the negative control and
sodium azide (SAZ) and 4-nitroquinoline oxide (4NQOr positive control, according to
strain in assays without S9mix, and 2- aminoflueranthe presence of S9 mix. The samples
were considered positive for mutagenicity when lihear portion of the dose - response
curve was significant via the software Salanal rfalella Assay Analysis) version 1.0

Research Triangle Institute, RTP, NC, USA.

The cytotoxic response was considered positive whempercentage of surviving cells
was less than 60% of the colonies compared witm#gative control in at least one dose or

when thinning or absence of background lawn wasmesl [5,14,24].
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3.2.5.2Allium cepaAssay

The assay was carried out witllium cepaseeds (variety Baia Periforme), that are
genetically and physiologically homogeneous. Theat teonsisted of evaluating the
genotoxicity, mutagenicity, cytotoxicity and theicity parameters of meristematic cells.

The assay was performed according to a modifiedimerof Grant's protocol [31]. In this
study, two treatments were carried out, one witlerstitial water and the other with gross
sediment.

To evaluate interstitial water, several Petri dsstvere covered with filter paper, then
one hundred (100) onion seeds were germinatedanaee, at room temperature (20 £ 5°C),
with 5ml of distinct interstitial water sample. Deized water (5ml) was used as a negative
control and 5 ml of 4 X I6 M methylmethanesulfonate (MMS, Sigma — Aldrich, €£46-
27-3) was utilize as positive control.

For analysis of direct sediment, onion seeds wermmated (100 seeds on each Petri
dishes), at room temperature (20 £ 5°C), on seveedti dishes containing 15 g of gross
sediment from each site added to 5 ml of deionwzater. The negative and positive controls
were performed in parallel. In the negative conth@ seed were germinated in the reference
area with 5 ml of deionized water, and positivetoairconsisted of adding 5 ml of 4 X v
methylmethanesulfonate (MMS, Sigma — Aldrich, CA8-%-3) to the reference area
sediment. After germination, the roots were fixadalcohol-acetic acid (3:1) for 24h. Slides
were prepared with meristematic and F1 cells byFéndgen methodology [19].

In the meristematic cells the mitotic index (MI)tie first category analyzed from the
number of cells in division; this index was empldy® evaluate the cytotoxicity. The
mutagenic index (Mut |) is the second category yael from quantification of micronuclei

and chromosome breaks. The third category analizeédde chromosome aberration index
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(CA) which identifies the genotoxic activity, evated from chromosome aberration analysis
that considers several types of aberration withfferent cell division stages (metaphase,
anaphase and telophase), including, chromosomegdoand bridges, laggard or vagrant
chromosomes and other aberrations. Finally, thetiotategory, the germination index (Gl),

is analyzed from the number of roots growing, teeas the toxicity. All the categories were
analyzed by counting 5000 meristematic cells per (&§00 cells per slide), comprising a total
of 10 slides [32]. Micronucleus in F1 cells alsorav@valuated by counting 5000 cells per
site. The results obtained in the different assagse analyzed using a non-parametric
statistical analysis, the Kruskal-Wallis test. Tétatistics were analyzed via the software

Bioestat version 5.0.
3.2.6 Chemical Analyzes

The chemical analyzes prioritized the organic conmgis as PHAs by the standards of
the Environmental Protection Agency of United State US EPA [33]: acenatftilene,
acenaftene, fluorene, fenantrene, antracene, fitema, pirene, benzo(a)antracene, crisene,
benzo(b)fluorantene, benzo(k)fluorantene, benzao@)p, indeno(1,2,3-cd)pirene,
dibenz(a,h)antracene and benzo(ghi)perilene. Theuatmof sample used in the extraction
was determined based on 3550C method of the Emagatal Protection Agency of United
States [34] that references distinct methodolodpesanalyzing PHAs in soil, taking into

account the presence of low and high concentrations

The description of the activities previously deyeteent in the region indicated that
the approximate amounts of PHAs in the samples avdad high. This information was
essential to assist in choosing the methodologyclwemployed 2g of sample dry in sodium
sulfate, followed by the addition of dichlorometkafor 3 minutes in ultrasound. After the

sample was filtered, the volume was reduced bpgiin gas. Subsequently, the extracts were
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cleaned using a silica gel column, eluted with Imexadichloromethane and reduce to a
volume to 1ml. The extract was analyze by a ga®mhtograph connected to a mass

spectrometer (US EPA TO 13-A), using external statidation

3.3 Results and Discussion
3.3.1 Assessment of superficial soil drained prdoeefrom contaminated soil site

Several studies [6,7,24] have reported the preseha@nobiotics of organic origin
and genotoxic activity in aquatic environments.dita identifying the chemical fractions that
are mutagenically reactive ®almonellahave shown that much of the mutagenic activity of
several complex mixtures is caused by compoundsirwidne or a few classes of chemicals
present in the mixture of PAHs, pesticides, hetgrloc amines and heavy metals [7].

Previous studies confirm the presence of heavyImdbdlAs, dioxins and furans in
amounts above the legal limits permitted in thé @oed underground water of the site studied.
Those soils become a diffusive source of theseaoaniants, which can be transported to

Taquari River sediment.

As a marker to define the route by which the paltig are dispersed, the mutagenicity
activity of the eroded material after rainfall eteenwas evaluated by th&almonella
microsuspension bioassay using the TA98, TA97a BAfIO0 strains, in the presence and
absence of metabolic activation. The organic ekteaalysis was chosen due to the low
sample amount obtained by these samplers and therksensitivity of the Ames test to
organic compounds such as PHAs, heterocyclic comgguand aromatic amines [10].
Results of mutagenic activity in the liquid-liquashd sediment organic extract of superficial

soil drainage samples are summarized in Table 1.
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In the August 2008 sampling of organic liquid-liquextract, Sampler 1, in the
absence of metabolic activation, tested positive fmutagenicity, detected by frameshift
mutation (TA98 and TA97a strains) and base-paissution (TA100 strain) while in the
second, October 2008 sampling, only TA98 withoutr®i® was positive. Sampler 2 was
negative for mutagenicity in both sampling. Cytatogffect was detected by Sampler 1 in
October and by Sampler 2 in August sampling, bath %9 mix.

Sediment organic extract was assessed only in ®ar@pldue to a lack of sufficient
sediment in Sampler 1 and tested negative in teedampling (August 2008) and positive in
two strains (TA98 and TA97a) in the presence ofaielic activation at October sampling,
this response indicate not only frameshift mutatiant also that the organic pollutants are
accumulated in the sediment and undergo biotramsfoon. Cytotoxic activity was found
only at the highest dosage in the first samplinglladosages tested in the second sampling.

According to a prior study [29], the mutagenic pateis expressed by the sum of the
results for strains employed iBalmonelld microsuspension assay, in the absence and
presence of S9 mix. Results of water and sedimmgatnic extracts from drained soil material
were organized and displayed in Fig. 5, which sunmea the frameshift (TA98 and TA97)
and base-pair substitution mutations (TA100) adogrdo site and sampling. By comparing
these results to precipitation event levels, it banobserved that: (1) Sampler 1 presented
greater diversity of direct mutagenicity in thesfirainfall event than in the second; (2) for the
water extracts, probably due to the dry period, dbeumulation of these pollutants in the
superficial soil layers were released in the faigiificant rainfall event, resulting in a more
concentrated sample than the second one; (3) tkedfpositive response in the organic
water extract in Sampler 2 can be explained byltve and location of the stream, and by the

fact that it disperses the pollutants towards tlannniver; (4) compounds of low solubility
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can be absorbed in the sediment, where they undepgocess of interaction and degradation,
resulting in a gamut of different responses, agolesl in Sampler 2.

The various Sampler 2 responses found in the AugO®8 and October 2008
samplings, indicate that the absence of rain cabsedness of soil thereby restricting the
ability of the first rainfall water to move orgarsediment to the stream. So, only the organic
matter present in the most superficial layers wasndd, evidencing its low concentration.
However, the organic chemical analyses (Table Bjiee high concentrations of PHAS, thus
explaining the high cytotoxic response despite lthve extract concentrations analyzed and

masking the mutagenic response.
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Table 1 Mutagenic response of organic liquid - liquid (re@ets/mL) and organic extract of sediment (revegi@) in presence and
absence of S9 mix, from superficial soil drainagagust 2008 and October 2008).

Area/Sampling TA98 TA97a TA100 Cytotoxicity
—S9 miy +S9 mix —-S9 mi +S9 mix —S9 miy +S9 miy —S9mi>  +S9 miy

& SAMPLER 1
§ Organic extract lig-liq 1,433.6631.8 ns? 4,366.3+1,798.9 ns 2,298.3+1,188.8 ns
D
2 SAMPLER 2

Organic extract lig-li ns ns ns ns ns ns - +
8 SAMPLER 1
[ Organic extract lig-li 877.¢£418.¢ ns ns ns ns ns = +
O
o SAMPLER 2

Organic extract lig-li ns ns ns ns ns ns
[c)
o
] SAMPLER 2
§1 Organic extract sedime ns ns ns ns ns ns - +
<
8 SAMPLER 2
% Organic extract sediment ng 159,864.826,901.0 ns 774,188.0+197,541.0 ns ns + +
O

Negative control (rev/plate + standart deviation) (5 pL DMSO/plate) —S9 mix: 31.5 + 4.95 (TA98), 210.3 + 14.22 (TA972p7.0 + 4.36 (TAL100); +S9 mix: 37.0 + 2.65 (TA9829.3 + 8.08 (TA97a),
235.7 + 13.58 (TA100)ositive control— S9 mix: 4NQO (0.5pg/plate) 357.0 + 52.32 (TAIR)D.5 + 10.6 (TA97a) and AZS (5ug/plate) 1022 838.60 (TA100); +S9 mix: 2AF (10ug/plate) 338.0G:%BL
(TA98), 511.0 + 8.48 (TA97a) and 1051.0 + 76.3 (DAL

a Number of revertants/L superficial soil draindliguid part); ns, non-significant response.b Numbfkrevertants/Kg sediment; ns, non significarspanse.+ Cytotoxic, - non cytotoxic samples — & th
presence of at least one dosage, cell survivaksthan 60% of negative control.
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Table 2 Organic chemical analyses for PHAs in mg/Kg of seaht drained for out off the contaminated soil sitAugust/2008 and
October/2008 sampling (A) and a characterizatiohazfuari sediment (B).

Sampler 2 (Aug/2008) Sampler 2 (Oct/2008) Ta 032 Ta 01 Ta 006
Naphthalene 3,12 6,49 7,37 3,18 15,83
Acenaphthylene 55,38 22,80 0,66 1,21 12,38
Acenaphthene 14,58 5,22 0,75 12,31 29,98
Fluorene 17,47 10,17 0,01 11,70 46,59
Phenantrene 129,32 75,88 0,65 81,06 89,69
Anthracene 228,80 81,34 0,01 9,90 51,63
Fluoranthene 681,27 276,97 0,46 91,54 114,62
Pyrene 594,83 289,57 0,45 49,61 84,43
Benz(a)anthracene 314,77 136,02 0,08 30,37 77,46
Chrysene 315,87 207,65 0,00 39,42 66,57
Benzo(b)fluoranthene 433,25 374,71 0,33 34,21 68,92
Benzo(k)fluoranthene 327,55 235,72 0,01 22,00 54,67
Benzo(a)pyrene 507,85 269,23 0,00 25,94 68,43
Indeno(123cd)pyrene 604,53 458,15 0,00 26,80 70,49
Dibenz(ah)anthracene 93,12 79,89 0,20 2,79 20,27
Benzo(ghi)perylene 369,74 253,01 0,07 14,25 36,56
SOMA 4,691,45 2,782,84 11,02 456,29 908,52
m
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3.3.2 Taquari river sediment

Given the concern about the possible contaminabéddsge, the mutagenic activity
investigation of Taquari sediment was essentiaé @¥aluation of organic extract, interstitial
water and gross sediment from different sites withie Taquari River basin, was performed
in two seasons. Organic extract was investigatdyl lmnthe Salmonellamicrosuspension test
using the TA98, TA97a and TA100 strains, in thespree and absence of metabolic
activation. Interstitial water was investigated thg Salmonellamicrosuspension test using
the same samples and conditions and byAlliem cepabioassay. The gross sediment was

available only for théllium test.

Table 3 summarizes the mutagenic activity resutisiftheSalmonellatest of organic
extract (number of Revertants/g sediment equivplamid interstitial water (number of
Revertants/ml interstitial water equivalent). Igamnic sediment extract the results of sample
Ta 032 presented mutagenic activity by frameshiftation (TA98) without S9 mix in the
September sampling. In Ta 010 the mutagenicity sigsificant at both samplings with
presence of S9 mix. The respective mutation categjovere frameshift (TA98 and TA97a)
detected in December and both frameshift and bpsé- substitution (TA100) in the
September sampling. The Ta 006 site was provenetanhtagenic in the presence of
metabolic activation, in both samplings, in whicarheshift mutation (TA98) was identified.
Cytotoxicity was verified in Ta 010 and Ta 006ta higher dosage, and did not influence the
mutagenicity analysis.

Fig. 6 summarizes the analysis of mutagenic potdrycyhe Ames test for organic
sediment extract by summing the three strainsdeSiiee purpose of using different strains in
the Ames test is to assess different groups of comgls that cause ADN damage. Data from

the Ta 010 site revealed mutagens of different selasthan the others, indicating



contamination by a distinct organic origin, prolyaby the chemicals employed in the nearby
wood plant.

It should be noted that the TA98 strain indicasethe mutagenicity in all samples:
the chemical analyzes of PHAs (Table 2) show thatsite Ta 006 was more contaminated
than Ta 010 and the mutagenic potency found by TAS8 in Ta 006 was also higher than
Ta 010 in both samplings. This situation demonssréhat TA98 + S9 is a possible strain to
identify these PHAs compounds, while a prior st{8B] reports that, the TA98 strain is very
sensitive to PHAs. Another point to be consideredhe possibility that at the Ta 006 site
contamination may have been due to different seutltan those addressed in this study, thus
raising the PHA levels. It is also important to swmler that granulometry indicated the
presence of fine particles in Ta 010 and Ta 0O6nyMequatic pollutants are predominantly
associated with fine deposits that are rich in miganatter. The environmental destination,
the bioavailability and toxicity of these pollutantparticularly of semi-volatile organic
substances, are determined by the interactionasetldeposits [8]. Thus, fine particles from
the Ta 010 site can be deposited at Ta 006. Thieeaps site (Ta 032) also has a different
source of contamination that appears not to beeptes significant amounts at the
downstream sites, since at that time TA98 —S9 wapalde of detecting the pollutant.

Another observation is the low precipitation in Bewber/2007 when the first
sampling was done while the second sampling cheaes what happened between the first
sampling and September 2008. Some rainfall evéwiisdccurred in this period could drag
the compounds originating from the contaminatetissta to the Ta 010 at a greater intensity,
as show by the finding that the second samplingvekdohigher mutagenic potency than the
first. Likewise, the mutagenic potency had not fiad been identify in the Ta 032 by

December 2007 while by the second September 200lsey a low potency had been

66



found. The opposite occurred at the Ta 006 sitesrevithe rainfall could have dissolved the
pollutants already present there, given the higtmicentration in the first sampling in
relation to the second.

It is important to emphasize that the presence@A @esidues at the contaminated site
can generate a release of heavy metals like chrapgopper and arsenic in toward the main
river. It was previously reported [36] that thesetahs tend to concentrate in particles of silt -
clay size that form a fraction transported almagirely by suspension. The transfer of toxic
metals from contaminated sediments to the watemaoloccurs via interstitial waters. This
flux of metals out of the sediment is responsilolethe high metal levels measured in other
environments even after the anthropogenic souraes been eliminted [36]

To diagnose the presence of mutagenic activityha Taquari River, its interstitial
water from sediment was evaluated initially by tlenes assay. The test vyielded
predominantly negative responses in both the Deeerabhd September samplings. Only Ta
006 from the December sampling showed positivearesp for frameshift mutation (TA98)
without metabolic activation (S9 mix). Cytotoxicityas found in the December samples Ta
010 and Ta 006 without metabolic activation athigher dosage.

The analysis using thallium cepabioassay (Fig. 7) shows the data of indexes for
interstitial water samples in December 2007 andieé®eper 2008. Samples Ta 032 and Ta
010 in the September sampling presented statistisgnificant for mitotic index (Fig. 7 —
A), indicating cytotoxicity. Fig. 7 — B and C Illtrate the mutagenic and chromosome
aberration index, where samples Ta 032 and Ta @lM®ecember sampling yielded
statistically positive responses for mutagenic gedotoxic activities. No toxic response

(germination index) was observed (Fig. 7 — D). Tmemt via direct sediment exposure
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produced no positive response for these indiceseHl4 did not show micronuclei, signifying
a lack of mutagenicity.

The interstitial water investigation, as the ddtave, obtained divergent results from
the Salmonelldmicrosuspension andlilium cepatests. Therefore, the following conclusions
can be draw: (1) It is possible identify differem@mpounds in the different assays given that
the Ames test indicated positive results only imgke without metabolic activation while the
Allium test, a system with proper metabolization showesitipe results in different samples.
(2) The Ames test presents lower sensitivity fotedion of genotoxic effects caused by
heavy metals [37,38]. According to one study [38}me reasons for the lower sensitivity
could be the filtration step (0.2 um) used for @hiating the contaminant fraction potentially
present in the sample, and the possibility thatesainthe components could attach to the
filters and are consequently lost for further tegtiAlthough the filters used in the Ames test
were submitted to watery extract and also DMSO esglvno mutagenicity was detected in
composites adhering to the filter. (3) The riven gaceive contaminants from the others
sources inputting at different sites, which candeécted by botlassays at the Ta 032 site
located upstream from the source analyzed, a respalso observed in a prior study [39] that
also compared results from the Ames Atldim cepabioassay in assessment of sludge.

Since soil and sediment comprise the growths medwmmmmost plants, it seemed
logical to perform arAllium cepaassay in direct sediment exposure. According fwier
study [6], although mutagenic potency can be detktt non-concentrated samples in many
cases, each contaminant is usually present atlsuclevels that it is difficult to detect, which
constitutes a possible explanation for the abserficgositive response in direct sediment

exposure assessment.

68



Finally, it can be concluded that the contaminated site in study exported to the
main river compounds aggressive composites to theetqe material that underwent
transformations from the origin (soil) through phiverosion and probably accumulated in
fine particles of sediment. Relating the data ®o¢bmpounds used in the wood conservation,
beyond the PHAs analyzed chemically that probaktyirmated from creosote, the presence of
other organic substances are expected in the igagsti sediment including dioxins and
furans, resulting from the presence of pentachloeopl and heavy metals derived from
CCA. The biological assays, especially tlsalmonell&dmicrosome assay, enabled the
detection of a range of effects, with the sedinwdrthe site Ta 010 being identified as main

repository of these contaminants.
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Table 3Mutagenic response of sediment organic extrace(tamts/g) and interstitial water (revertants/mlpresence and absence of S9

mix, from Taquatri river basin in two sampling (Dedser 2007 and September 2008).

Area/Samplini TA98 TA97¢ TA10C Cytotoxicity
—S9 mix +S9 mix —S9 mix +S9 mix —S9 mix +S9 mix —S9 mix  9+#Bix
S Org. Extract Ta 032 ng ns ns ns ns ns - -
o
N
g Org. Extract Ta 010 ns 115,701.853,631.0 ns 693,951.0+118,046.0 ns ns + +
[a}
Org. Extract Ta 006 ns 2,229,142.0+407,947.0 ns ns ns S n + +
g Org. Extract Ta 03. 188,483.0+ 75,303 ne ne ne ne ne
o
N
T% Org. Extract Ta 01 ns 192,063.0+ 78,670 ns 1,237,052.0+ 102,98C ns 991,300.0+ 330,685
(]
Org. Extract Ta 00! ns 539,227.0+ 120,219 ns ns ns ns + +
S Int. water Ta 032 ns ns ns ns ns ns - -
o
% Int. water Ta 01( ns ns ns ns ns ns +
Q
o Int. water Ta 006 34.0+14.3 ns ns ns ns ns +
3 Int. water Ta 03: ns ns ns ns ns ns
o
%_ Int. water Ta 01( ne ne ne ne ne ne
[]
0 Int. water Ta 00¢ ns ns ns ns ns ns

Negative control (rev/plate + standart deviation) ifiterstitial water, 100 pL deionized water/ plate)-S9 mix: 38.7+ 9.02 (TA98), 225.0 + 23.81 (TA972}4.3 + 11.50 (TA100); +S9 mix: 33 + 8.72
(TA98), 180.7 + 27.10 (TA100), 194.0 + 33.94 (TAY7/@rganic extract, 5 uL DMSO/plate) —S9 mix: 28.3 + 4.04 (TA98), 187.7 + 10.12 (TA97H9.3 + 19.76 (TAL100); +S9 mix: 41.7 £ 9.29 (TA98
231.3 + 13.43 (TA97a), 235.7 + 17.39 (TA1OBpsitive control— S9 mix: 4NQO (0.5ug/plate) 410.5 + 99.70 (TA9B}3.0 £ 169,7 (TA97a) and AZS (5ug/plate) 984.57467(TAL100); +S9 mix: 2AF

(10ug/plate) 575.0 + 19.79 (TA98), 940.5 + 34.6A¢Ta) and 1015.5 + 35.30 (TAL00).

a Number of revertants/ml interstitial water; nsprsignificant responde.Number of revertants/g sediment; ns, non significasponse. Cytotoxic,- non cytotoxic samples — in the presence of at lezes

dosage, cell survival is less than 60% of negatorerol.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacéo é resultado do trabalho desedeadiirante o mestrado do Programa de Pés
Graduagédo em Ecologia da Universidade Federal doGRande do Sul em parceria com a

Fundacéo Estadual de Protecdo Ambiental HenriqieRoesller (FEPAM).

O tema foi embasado em um processo da FEPAM patagdo de sitio com contaminacao
de solo por preservantes de madeira, com passi\meatal identificado e localizado as
margens do rio Taquari. Neste sitio as fontes dawaoctinacdo ainda sao ativas e além da
contaminacdo do solo, a agua subterrdnea tambémmimictada. Tendo em vista a
proximidade de importante rio do Estado, das aies agricolas, pecuaria, estabelecimentos
residenciais e comerciais a possibilidade de rigooecossistema e a saude humana é
expressiva. O trabalho foi desenvolvido com a ftl@mle de diagnosticar uma das possiveis
rotas dos poluentes deste sitio para o rio priheipaaliar se o sedimento deste rio esta sendo
depositario desses contaminantes com acdo mutagératravés de bioensaios

Salmonellanicrossoma @llium cepa

Empregando os ensaios como parametros precocemgmostico da qualidade ambiental,
juntamente com dados de meteorologia, geologiaksarde compostos organicos, verificou-
se que apOs eventos significativos de chuva, o &aenado movimentando-se em direcédo
aos corpos d'agua associados ao rio Taquari. HRAs::aureza mutagénica conhecida,
principalmente os semi —volateis foram detectads$enmaterial drenado através de analises
guimicas, que indicaram elevados niveis para ariaados compostos avaliados. O teste de
Salmonella microssoma corroborou com estes dados, por detettavés de diferentes

linhagens em presenca e auséncia de fracdo metathmia (S9 mix) a possivel acdo destes
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compostos. Supbem-se ainda que tais HPAs séo mmesddo creosoto, cuja composicao em

sua maioria contempla esses compostos.

Esses poluentes podem chegar até o rio no ontrente ao sitio, através desses corpos
d’agua, somando-se aos contaminantes presentesca freatico, cujo fluxo drena a partir
da area contaminada para o rio principal. Este me$moensaio detectou atividade
mutagénica no extrato organico do sedimento doanalisado, em frente a essa area de
estudo, em diferentes linhagens na presenca debXS®casionando lesées no DNA do tipo
erro no quadro de leitura (TA98 e TA97a) e subgtiln dos pares de base (TA100). Os
resultados do teste ddlium cepana agua intersticial desta localidade, tambémicoafam
atividade mutagénica procedente de origem orgé&iima inorganica. As analises de HPAs
deste sedimento se mostraram elevadas, a caracf®mizla presenca destes compostos €
semelhante ao do material drenado do solo, apes#s thostrar maiores percentuais. Esses
resultados indicam que poluentes de vérias clesst#® sendo lancados no rio Taquari a

partir do sitio contaminado.

A acdo de compostos mutagénicos no extrato orgadicoponto a jusante do sitio, foi
detectada em apenas uma linhagem (dano por egoawo de leitura) no teste de Ames, em
presenca de S9 mix. Este mesmo teste detectoudamc@ompostos mutagénicos na agua
intersticial, também por linhagem que causa dameepo no quadro de leitura, entretanto na
auséncia de S9 mix, indicando poluentes de ac&badiNeste ponto foram observadas as
maiores concentracdes de HPAS do tipo semi — ye|&egerindo que estes compostos estao
sendo transportados pelas particulas finas de sathnmas quais se aderem a partir da regiao
acima. Favorecendo esta concluséao, o sedimentoegne fao sitio contaminado € composto
em sua maioria por particulas finas, assim comomemor concentracao, também esse ponto

a jusante. Entretanto, ndo pode ser desconsideaatigpétese de que outra fonte de
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contaminagcdo possa estar impactando o local eemflando neste indice elevado de

contaminantes organicos.

O local considerado de referéncia, a montante,sapteu no extrato organico, menor

potencial mutagénico para apenas um tipo de dasereddo no teste de Ames em condigbes
de auséncia de metabolizacdo (compostos de acéta)duliferentes dos detectados nos
demais locais. Na avaliacdo coAllium cepa também foi possivel verificar acdo de

compostos mutagénicos neste local. As analisesicasrde HPAS nesse ponto de referencia
mostram niveis baixos em relacdo aos pontos atgisadicando uma menor contaminacao.
Essas analises também informaram maior presencandjgostos volateis como o naftaleno e
acenaftileno do que semi — volateis, os quais sdepe durante o processo de extracdo
organica, portanto ocasionando baixa deteccdoémtrdo teste de Ames. As caracteristicas
granulométricas desse sedimento indicam um maiareptial de particulas grossas, nao
favoraveis a aderéncia desses compostos, port@utoasimulo provavelmente nao foi

evidenciado ao longo do rio.

Através dos ensaios de genotoxicidade, em espededte deSalmonelld microssoma, foi
possivel caracterizar o potencial genotoxico daatyem superficial de solo proveniente do
sitio contaminado, bem como do extrato organicguaantersticial do sedimento do rio em
estudo. A partir dos resultados geologicos, quimedioldgicos, pode — se concluir que a
area impactada possivelmente esta sofrendo processirenagem em direcdo ao riacho
analisado e este provavelmente transporta sedimeerégua, juntamente com 0s agentes
mutagénicos, ao rio principal. Embora ndo foramifieadas concentracdes elevadas de
metais nas amostras, existe a presenca destes eonrédeia do CCA. Portanto €
recomendado que trabalhos futuros avaliem as forbiadisponiveis de metais nestas

amostras.
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A presenca de HPAs, segundo relacédo recomendaddJ®eEPA, nao finaliza a definicdo
dos tipos de compostos organicos possivelmentemtessna area. O uso de pentaclorofenol e
seus residuos ainda existentes no sitio, pde @m oissedimento do rio Taquari quanto a

presenca de dioxinas, furanos e fendis passivelgeti@gem a partir do sitio contaminado.
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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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