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RESUMO

O rio Cai é utilizado como corpo hidrico recipiente de efluentes industriais e urbanos. Em funcao disto,
foi utilizado o teste SMART para tracar um diagnéstico da genotoxicidade associada a este rio. As coletas
foram realizadas nos meses de marco, junho e setembro de 1999 em pontos sob influéncia industrial
(km18,6 ¢ km13,6) e urbana (km52, km78 e km80). Os pontos km 18,6 ¢ km 13,6 foram caracterizados
como destituidos de acdo genotéxica. Por outro lado, as amostras urbanas referentes aos meses de marco
(km 52, 78 e 80) e setembro (km 52) foram diagnosticadas como indutoras de toxicidade genética.
Considerando estes resultados, conclui-se que os prejuizos causados pelos dejetos urbanos podem ser tdo
ou mais nocivos que os impostos pelos de origem industrial.
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ABSTRACT

The Cai river receives large amounts of industrial and urban discharges. In function this, we employed
the SMART to evaluate the genotoxicity from this river. The samples were collected in 2 industrial sites
(km 18.6 and km 13.6) and in 3 urban sites (km 52, km78 and 80). The monitoring included three
collections: March, June and September 1999. The sites km 18.6 and km 13.6 were characterized as
destitute of genotoxic action. On the other hand, the points under influence of municipal discharges were
genotoxic: km52, 78 and 80 samples collected in march, and km 52 collected in September. Taking into
account the results observed, the SMART assay results lead to the conclusion that urban wastes may be as
polluting as or even more polluting than industrial ones.

Key words: SMART, Genotoxicity, Water, D. melanogaster.

INTRODUGCAO

O lancamento de efluentes industriais e urba-
nos nos corpos hidricos impde um significativo ris-
cO ao0s ecossistemas, nfo apenas pelo volume de
descarga dos dejetos, mas principalmente pela sua
composi¢do quimica. O rio Cai é utilizado como
principal fonte de 4gua e corpo hidrico recipiente
de efluentes industriais e municipais. Diversas ati-
vidades urbanas e industriais vém sendo intensa-
mente praticadas nas suas margens. As cidades de
Montenegro e de Sio Sebastiio do Cai concen-
tram atividades relacionadas, basicamente, com
pequenas industrias. Adicionalmente, nestes dois
tltimos municipios, os esgotos cloacais sio ligados
a rede de esgotos pluviais, sendo lancados direta-
mente nos cursos d’dgua a eles associados. Desta
forma, este é o segmento do rio que mais recebe
lancamentos de efluentes de pequenas e grandes
industrias e onde h4 maior despejo de esgotos do-

mésticos ndo tratados (FEPAM/GTZ, 1997).

O rio Cai vem sendo alvo de uma série de
estudos que procuram identificar a presenca de
substincias genotdxicas, especialmente no seu
curso final, em fungfo da influéncia exercida pelo
Pélo Petroquimico do Sul. Utilizando o teste

Salmonella/microssoma, como método de triagem,
foram obtidas respostas positivas na maioria dos
sitios de coleta, evidenciando a presenca de subs-
tAncias mutagénicas na 4rea de influéncia do
Complexo Petroquimico (VARGAS, MOTTA &
HENRIQUES, 1988). Associadas a estas anili-
ses foram empregadas técnicas citogenéticas in
vitro para a avaliacdo da inducio de aberragoes
cromossOmicas, utilizando o método de bloqueio
da citocinese (CBMN), em cultura de linfécitos
humanos. Esta metodologia foi empregada para a
analise dos mesmos pontos anteriormente anali-
sados por VARGAS, MOTTA & HENRIQUES
(1988), tendo sido incluido o ponto Km 14,1. Os
resultados obtidos revelaram a presenca de subs-
tAncias com potencial clastogénico e/ou
aneugénico em todos os sitios de amostragem

(LEMOS & ERDTMANN, 2000).

Em funcio destas peculiaridades, a utilizacio
de bioensaios capazes de detectar simultaneamen-
te uma ampla gama de lesdes, em nivel génico e
cromossOdmico, poderd tragar um diagndstico mais
completo da toxicidade genética associada ao
curso inferior do rio Cai. Dentro deste contexto,
destaca-se o Teste para Deteccdo de Mutacio e
Recombinacdo em Células Sométicas de
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Drosophila melanogaster (SMART), que tem se
mostrado uma ferramenta precisa para a detecgio
do impacto causado por diferentes poluentes aos
ecossistemas. Desta forma, o presente trabalho foi
delineado no sentido de atingir os seguintes ob-
jetivos: (i) avaliar, através do SMART, amostras
de 4gua superficial de diferentes pontos do rio
Cai, que estdo sob influéncia de efluentes indus-
triais e urbanos; (ii) estimar a sensibilidade e a
adequagio deste bioensaio como uma ferramen-
ta para o controle da qualidade ambiental.

MATERIAL E METODOS

Pontos de Coleta

As amostras foram coletadas nos meses de
mar¢o, junho e setembro de 1999 em pontos do
rio sob influéncia de dejetos industriais - km 18,6
e km13,6 - e urbanos - km 52 (Municipio de
Montenegro), km 78 e km 80 (Municipio de Sio
Sebastido do Cai).

Teste Para Deteccao de
Mutacao e Recombinacao
Somatica (SMART)

Dentre os bioensaios ainda pouco utilizados
para avaliacdo do potencial genotoxico de amos-
tras ambientais, encontra-se o0 SMART - em
células somaticas de D. melanogaster. Este teste,
além de utilizar um organismo experimental
eucarioto, com estreita similaridade genética e
bioquimica quando comparado aos mamiferos,
possibilita a detec¢io simultAnea de mutacdo
génica, aberracdes cromossOmicas e/ou
recombinacio somatica.

Esta metodologia baseia-se na inducio de
pélos mutantes nas asas das moscas, que repre-
sentam a expressio fenotipica da ocorréncia de
lesdes em nivel de DNA, que, por sua vez, le-
vam 2 perda de heterozigosidade dos genes mwh

e fl’ (GRAF et al., 1984).

Cruzamentos

Nesta abordagem experimental foi empregado
o cruzamento padrdo — nas amostras de origem
urbana - que origina larvas portadoras de nivel basal
de atividade metabdlica dependente de citocromo
P-450, e o cruzamento aprimorado — nas amostras
de origem industrial - que apresenta larvas com
alto nivel constitutivo de citocromo P450

(HALLSTRON & BLANCK, 1985).

Tratamentos

Cada amostra de origem industrial e urbana
foi diluida em 4gua destilada e testada em duas
concentragdes (25% e 50%) assim como, na sua
forma crua (100%). Como controle negativo foi
utilizada a 4gua destilada.

Larvas de terceiro estigio foram colocadas
em tubos contendo 1,5g de meio sintético, onde
foram acrescentados 5ml das solugdes de trata-
mento. As larvas permaneceram nestas condi-
¢oes por aproximadamente 48 horas - tratamen-
to cronico - até atingirem o estigio de pupa.

Analise microscopica

Para cada ponto de tratamento foram anali-
sadas as asas de pelo menos 40 individuos - em
microscopio Optico, com aumento de 400x — vi-
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sando a identificagdo dos fendtipos dos pélos
existentes nas superficies dorsal e ventral das
asas dos adultos.

Analise estatistica

Para a avaliagdo genotdxica dos cinco pon-
tos de coleta no rio Cai, as diferentes diluigcdes
foram comparadas com seus respectivos contro-
les negativos. A andlise estatistica foi feita atra-
vés do teste estatistico binominal condicional
KASTENBAUM & BOWMAN (1970).

RESULTADOS

Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentados os da-
dos obtidos através do SMART, quando fo-
ram consideradas as respostas obtidas nos
adultos portadores do gendtipo trans-
heterozigoto, oriundos, respectivamente, do
tratamento com amostras de origem urbana e
industrial. Na tabela 1, os resultados obtidos
a partir da coleta de marco caracterizaram os
km 52, 78 e 80 como genotéxicos, ambos ca-
pazes de induzir aumentos significativos no
total de manchas. J4 as amostras de junho
mostraram-se todas destituidas de atividade
genotdxica, enquanto as provenientes do km
52 coletadas em setembro apresentaram res-
postas positivas. Entretanto, como se pode
observar na tabela 2 as duas amostras de ori-
gem industrial, nos trés meses de coleta, ndo
mostraram efeito genotéxico, uma vez que as
freqiiéncias das diferentes categorias de man-
chas nfo foram significantemente superiores
aquelas observadas nos respectivos controles
negativos (dgua destilada).

DISCUSSAO

No presente estudo, o SMART foi empregado
para avaliar a genotoxicidade de amostras de
4gua do rio Cai, que sofrem influéncia industrial
e urbana, em trés épocas distintas — margo, ju-
nho e setembro — ao longo do ano de 1999. Os
dados obtidos no presente estudo apontam para a
auséncia de genotoxicidade das amostras de 4gua
superficial, sob influéncia direta de dejetos oriun-
dos do Pélo Petroquimico do Sul, e para a agio
genotéxica de amostras de dgua associadas aos
trés diferentes pontos no més de margo — km 52,
78 e 80 que estdo sob influéncia de esgotos do-
mésticos. Este comportamento nio foi observado
para o més de junho — ja que ndo foram obtidos
aumentos significativos, para todos os tipos de
manchas, em relacio ao controle negativo. No
entanto, as coletas de setembro evidenciaram a
toxicidade genética associada ao km 52 — locali-
zado préximo 2 cidade de Montenegro.

Ainda mais, considerando os resultados ob-
servados, nas amostras de origem urbana, nos
meses de marco e junho, sugere-se uma corre-
lagdo entre o nivel pluviométrico e o diagnosti-
co positivo. De fato, no més de margo, foram
registrados indices de pluviosidade de 12,3 mm,
enquanto que no més de junho (112,6 mm) es-
tes valores foram aproximadamente dez vezes
superiores. Entretanto, esta correlagdo nio pode
explicar os resultados positivos obtidos para o
km 52, coletado em setembro — ji4 que a
pluviosidade (110,9 mm) foi tio elevada quan-
to a registrada em junho. Ainda que a diluicdo
das 4guas do rio ndo tenha sido um fator
determinante para a genotoxicidade deste pon-
to, esta resposta pode estar relacionada com a
descarga diferencial de dejetos de pequenas
inddstrias que nio apresentam qualquer estra-
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tégia de tratamento e que juntamente com os
esgotos cloacais e pluviais, sdo lancados direta-
mente no rio Cai. Ainda que, para os dejetos
urbanos coletados em marco de 1999, tenha sido
sugerida uma correlagdo entre genotoxicidade
positiva e indice pluviométrico este tipo de re-
lacdo ndo foi identificada para as amostras in-
dustriais — assim como para os demais
parAmetros fisico-quimicos analisados.

Finalmente, fica a sugestio de que, pelo me-
nos em nossas condi¢des experimentais, o impac-
to causado por despejos de origem urbana pode
ser mais intenso do que o imposto por dejetos pro-
venientes de indstrias de grande porte. De fato,
apesar da extensa procura de informagdes biblio-
gréficas, referentes 4 contribui¢do dos despejos
urbanos para a genotoxicidade associada a 4guas
superficiais do curso inferior do rio Cai, nio fo-
ram encontrados registros - tanto centrados na
toxicidade genética de despejos urbanos, quanto
na comparacio entre amostras de origem indus-
trial e urbana. Consideramos, também relevante,
o conjunto de dados publicados por WHITE,
RASMUSSEN & BLAISE (1996) e WHITE &
RASMUSSEN (1998), que apontam para os pre-
juizos causados por dejetos urbanos — que podem
ser tA0 ou mais nocivos que os impostos pelos de
origem industrial. Esta maior poténcia genotdxica
pode ser atribuida ao seu maior volume de lanca-
mento, assim como 2 sua natureza mais complexa
- j& que sdo formados pelo somatério de residuos

domésticos e de industrias de pequeno porte, que
na grande maioria das vezes ndo utilizam qual-
quer tipo de tratamento.

Adicionalmente, a avaliagdo da toxicidade
genética centrou-se no emprego do SMART em
Drosophila melanogaster, procurando contribuir
nfo apenas para o diagnéstico da qualidade das
dguas do curso inferior do rio Caf, mas também
para a validacdo do seu emprego como uma fer-
ramenta para o diagndstico da genotoxicidade
de amostras de origem ambiental.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados indicam auséncia de ativida-
de genotdxica para as amostras de origem in-
dustrial, enquanto que as urbanas apresentaram
toxicidade genética - em todos os pontos no més
de marco, e somente no km 52 (referente a ci-
dade de Montenegro) no més de setembro. Es-
tes resultados, evidenciam o potencial genotéxico
das 4guas superficiais sob influéncia dos despe-
jos domésticos, e de pequenas inddstrias princi-
palmente em fun¢do da auséncia de qualquer
estratégia de tratamento dos esgotos pluviais.
O contrario ocorre com os efluentes provenien-
tes das industrias de grande porte, que dispdem
de complexos sistemas de tratamento e disposi-
¢do de rejeitos, em funcgio do severo controle
que recebem por parte dos érgios ambientais.
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Tabela 1 - Diagnostico estatistico das freqUiéncias de indugao de clones mutantes apds tratamento das larvas
provenientes do cruzamento padrao com amostras de &gua do Cai sob influéncia de dejetos urbanos
coletadas em marco, junho e setembro de 1999.

Manchas por individuo (no. de manchas)/diag. estatistico®

MSP MSG MG ™
Gené6tipos Diluicdes e N. de
P Pontos de Coleta indiv. (N) (1-2 cells) (>2 cells)
(m=2) (m=5) (m =5) (m =2)

Margo
Km 52

mwh / fir® Agua Destilada 60 0.35 (21) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.40 (24)
25 60 0.72 (43) + 0.10(6) i 0.03(2)i 0.85(51) +
50 70 0.70 (49) + 0.03(2)i 0.00(0) i 0.73 (51) +
100 60 0.75 (45) + 0.005 (3) i 0.00 (0) i 0.80 (48) +
KM 78

mwh / fIr® Agua Destilada 60 0.35(21) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.40 (24)
25 40 0.68 (27) + 0.05 (2) i 0.05(2) i 0.78 (31) +
50 40 0.80 (32) + 0.20 (8) + 0.03 (1) i 1.03 (41) +
100 40 0.75 (30) + 0.05 (2) i 0.10 (4) + 0.90 (36) +
KM 80

mwh / fir® Agua Destilada 60 0.35(21) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.40 (24)
25 40 0.73 (29) + 0.05(2) i 0.10 (4) + 0.88 (35) +
50 40 0.88 (35) + 0.20 (8) + 0.08 (3) i 1.15 (46) +
100 40 0.80 (32) + 0.13 (5) i 0.03 (1) i 0.95 (38) +
Junho
KM 52

mwh / fir® Agua Destilada 50 0.54 (27) 0.12 (6) 0.00 (0) 0.66 (33)
25 50 0.66 (33) - 0.10 (5) i 0.04 (2) i 0.80 (40) -
50 50 0.50 (25) - 0.14 (7) i 0.04 (2)i 0.68 (34) -
100 50 0.64 (32) - 0.08 (4) i 0.06 (3) i 0.78 (39) -
KM 78

mwh / fIr® Agua Destilada 50 0.54 (27) 0.12 (6) 0.00 (0) 0.66 (33)
25 40 0.80 (32) i 0.10 (4) i 0.03(1) i 0.93 (37)i
50 50 0.42 (21) - 0.06 (3) - 0.00 (0) i 0.48 (24) -
100 50 0.76 (38) i 0.08 (4) i 0.04 (2)i 0.88 (44) i
KM 80

mwh / fir® Agua Destilada 60 0.47 (28) 0.12(7) 0.00 (0) 0.58 (35)
25 40 0.55 (22) - 0.08 (3)i 0.08 (3)i 0.70 (28) -
50 40 0.55 (22) - 0.13 (5)i 0.03 (1) i 0.70 (28) -
100 40 0.83 (33) - 0.10 (4) i 0.00 (0) i 0.93 (37) -
Setembro
KM 52

mwh / fIr® Agua Destilada 40 0.48 (19) 0.10 (4) 0.05 (2) 0.63 (25)
25 40 0.90 (36) + 0.10 (4) i 0.08 (3) i 1.08 (43) +
50 50 0.90 (45) + 0.10 (5) i 0.02 (1) i 1.02 (51) +
100 40 0.90 (36) + 0.10 (4) i 0.03 (1) i 1.03 (41) +
KM 78

mwh / fIr® Agua Destilada 40 0.48 (19) 0.10 (4) 0.05 (2) 0.63 (25)
25 79 0.57 (45) i 0.10 (8) i 0.01 (1) i 0.68(54) -
50 78 0.47 (37) - 0.10 (8) i 0.03(2)i 0.60 (47) -
100 75 0.57 (43) i 0.08 (6) i 0.03(2)i 0.68 (51) -
KM 80

mwh / fir® Agua Destilada 40 0.48 (19) 0.10 (4) 0.05 (2) 0.63 (25)
25 60 0.53 (32) i 0.08 (5) i 0.00 (0) i 0.62(37) -
50 70 0.66 (46) i 0.10 (7) i 0.01(1)i 0.77 (54) -
100 60 0.62 (37) i 0.08 (5) i 0.00 (0) i 0.70 (42) -

2 Diagnostico Estatistico de acordo com Frei % Wurgler (1988): +: positivo; - negativo; i: inconclusivo; f+ fraco positivo; m:
fator multiplicador, nivel de significancia: & = & = 0.05.
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Tabela 2 - Diagnostico estatistico das frequéncias de indugao de clones mutantes ap6s tratamento das larvas
provenientes do cruzamento aprimorado com amostras de agua do Cai sob influéncia de dejetos

industriais coletadas em marco, junho e setembro de 1999.

Manchas por individuo (no. de manchas)/diag. estatistico?®

N —_— MSP MSG MG ™
Genétipos  Diluigdese (o
Pontos de ' ' (1-2 cells) (>2 cells)
Coleta (N)
(m=2) (m =5) (m=5) (m=2)
Margo
Km 18,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.68 (27) 0.08 (3) 0.00 (0) 0.75 (30)
25 40 0.63 (25) - 0.10 (4)i 0.00 (0) - 0.73 (29) -
50 40 0.75 (30) - 0.08 (3) - 0.05 (2) i 0.88 (35) -
100 40 0.75 (30) - 0.08 (3) - 0.00 (0) - 0.83 (33) -
KM 13,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.68 (27) 0.08 (3) 0.00 (0) 0.75 (30)
25 40 0.93 (37) i 0.13 (5)i 0.03 (1)i 1.08 (43) -
50 40 0.85 (34) - 0.18 (7)i 0.00 (0) - 1.03 (41) -
100 40 0.73 (29) - 0.13 (5) i 0.03 (1)i 0.88 (35) -
Junho
KM 18,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.98 (39) 0.13 (5) 0.05 (2) 1.15 (46)
25 40 1.00 (40) - 0.05 (2) - 0.03 (1) - 1.08 (43) -
50 40 1.05 (42) - 0.23 (9) i 0.05 (2) - 1.33 (53) -
100 40 1.05 (42) - 0.20 (8)i 0.00 (0) - 1.25 (50) -
KM 13,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.98 (39) 0.13 (5) 0.05 (2) 1.15 (46)
25 40 1.00 (40) - 0.08 (3) - 0.00 (0) - 1.08 (43) -
50 40 0.70 (28) - 0.10 (4) - 0.05 (2) - 0.85 (34) -
100 40 1.08 (43) - 0.15 (6) - 0.08 (3) i 1.30 (52) -
Setembro
KM 18,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.65 (26) 0.05 (2) 0.03 (1) 0.73 (29)
25 40 0.53 (21) - 0.05 (2) - 0.03 (1) - 0.60 (24) -
50 40 0.63 (25) - 0.00 (0) - 0.00 (0) - 0.63 (25) -
100 40 0.53 (21) - 0.08 (3)i 0.00 (0) - 0.60 (24) -
KM 13,6
mwh / fir® Agua Destilada 40 0.65 (26) 0.05 (2) 0.03 (1) 0.73 (29)
25 40 0.63 (25) - 0.03 (1) - 0.00 (0) - 0.65 (26) -
50 40 0.50 (20) - 0.05 (2)i 0.03 (1) - 0.58 (23) -
100 40 0.55 (22) - 0.08 (3)i 0.00 (0) - 0.63 (25) -

2 Diagnostico Estatistico de acordo com Frei % Wirgler (1988): +: positivo; - negativo; i: inconclusivo; f+ fraco positivo; m:

fator multiplicador, nivel de significancia: & = & = 0.05.

Revista de Iniciagcao Cientifica da ULBRA - n.3 - 2004



REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

FEPAM/GTZ. Levantamento dos principais
usos do solo e da 4gua na Bacia
Hidrografica do Rio Cai. v.1: Projeto de

Cooperacio Técnica Brasil/Alemanha, Por-
to Alegre, 1997.138p.

FREI, H.; WURGLER, F. E. Statistical
methods to decide whether mutagenicity test
data from Drosophila assays indicate a
positive, negative or inconclusive result.

Mutation Research, v. 203, p.97-308, 1988.

GRAE U.; WURGLER, E E.; KATZ, A. ]
FREI, H.; JUON, H.; HALL, C. B.; KALE,
PG. Somatic mutation and recombination test

of Drosophila melanogaster. Environmental and
Molecular Mutagenesis, v. 6, p.153-188, 1984.

HALLSTRON, I. ; BLANCK, A. Genetic
regulation of the cytochrome P-450 system
in Drosophila melanogaster. 1. Chromosomal
determination of some cytochrome P-450

dependent reactions. Chemico-Biological
Interactions, v. 56, p.157-171, 1985.

KASTENBAUM, M. A. ; BOWMAN, K. O.
Tables for determining the statistical
significance of mutation frequencies.

Mutation Research, v.9, p.527-549, 1970.
LEMOS,C.T. ; ERDTMANN, B. Cytogenetic

evaluation of aquatic genotoxicity in human
cultured lymphocytes. Mutation Research,

v. 467, p.1-9, 2000.

VARGAS,V. M. E; MOTTA, V. E. P;
HENRIQUES; J. A. P Analysis of mutagenicity
of waters under the influence of petrochemical
industrial complexes by the Ames test

(Salmonella/microssome). Revista Brasileira
de Genetica, v.11, p.505-518, 1988.

WHITE, P A.; RASMUSSEN, ]. B.; BLAISE,
C. Comparing the presence, potency, and po-
tencial hazard of genotoxins extracted from a
broad range of industrial effluents.
Environmental and Molecular Mutagenesis,

v.27,p.116-139, 1996.
WHITE, P A.; RASMUSSEN, ]. B. The

genotoxic hazards of domestic wastes in

surface waters. Mutation Research., v. 410,
p. 223-236, 1998.

Revista de Iniciagcao Cientifica da ULBRA - n.3 - 2004



