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Purificar o Subaé

“Purificar o Subaé
Mandar os malditos embora
Dona d'agua doce quem €7
Dourada rainha senhora
Amparo do Sergimirim
Rosario dos filtros da aquéria
Dos rios que desaguam em mim
Nascente primaria
Os riscos que corre essa gente morena
O horror de um progresso vazio
Matando os mariscos € os peixes do rio
Enchendo o meu canto

De raiva e de pena”

Caetano Veloso
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Os sedimentos sdo particulas minerais ¢ organicas encontradas no fundo de
ecossistemas aquaticos que, além de fornecerem substrato para uma grande variedade de
organismos, funcionam como reservatorio dos inameros contaminantes de baixa
solubilidade, desempenhando importante papel nos processos de assimilagdo, transporte €
deposi¢do desses contaminantes, que continuamente ameacam a saide e viabilidade da
biota aquatica (BRIGANTE & ESPINDOLA, 2003; CHEN & WHITE, 2004).

Como a maior parte dos metais pesados que atingem 0 ambiente aquatico
depositam-se no sedimento, este, melhor do que a agua reflete a extensdo da poluigdo numa
dada area. Por isso, o conhecimento da concentragdo do metal no sedimento proporciona
uma melhor avaliagdo da contaminagdo por metais pesados (STEVEN et al., 1990 apud
ALVES et al., 2000).

Alguns contaminantes ambientais causam uma cascata de efeitos biologicos que
podem causar danos desde moleculares e até atingir niveis populacionais. Agentes
genotoxicos quimicos afetam o DNA diretamente, podendo levar ao aparecimento de
mutagdes somaticas ou germinativas, além de efeitos clastogénicos, que resultam em perda
de material genético. As mutagoes somaticas causam danos celulares que s¢ expressam
como doencas. Tal estresse reduz a viabilidade, a sobrevivéncia € 0 Succsso reprodutivo
(BICKHAM, 2002). Muitos dos mutdgenos, aos quais as pessoas estdo expostas, sdo
componentes de misturas complexas, ¢ parte do cancer humano esta associada a exposi¢io
a essas misturas (DeMARINI, 1998).

As mutagdes ocorrem ao acaso. Isto ndo quer dizer que todos os loci sofrem
mutagdes @ mesma taxa € que nem todas as mutagdes imaginaveis sejam igualmente
provaveis. Nem quer dizer que as mutagdes independem de efeitos do meio, sendo que

existem agentes mutagénicos no ambiente que aumentam essa taxa (FUTUYMA, 1992).



Uma mutagdo germinativa ocorre em tecidos que formardo as células reprodutivas.
Neste caso, a mutagdo podera passar a geragio seguinte. Uma mutag@o somatica ocotre no
tecido somatico em desenvolvimento, podendo levar a uma populagio de células mutantes,
todas elas descendentes da célula onde ocorreu a mutagio original. Uma populacdo de
células idénticas, derivadas assexuadamente de uma célula genitora, é chamada de clone.

Quanto mais cedo em seu desenvolvimento ocorrer 0 evento mutacional, maior serd
a ocorréncia de células (clones) mutantes. Os clones mutantes podem, as vezes, ser
identificados pelo fato de seu fendtipo contrastar visualmente com as células do tipo
selvagem em torno. A freqiiéncia mutacional é a taxa com que um tipo especifico de
mutagdo (ou um mutante) é encontrado em uma populagdo de células ou de individuos
(SUZUKI et al., 1992).

Mutagdes ~ germinativas  deletérias  também produzem esses  efeitos.
Subseqiientemente, 0 potencial genético de populagdes pode ser alterado pela redugdo da
variabilidade genética, aumento de alelos deletérios, ou a fixacdo de alelos de baixa
freqiiéncia, quando a populagdo se torna adaptada as novas condigdes ambientais. Muitos
desses efeitos sdo sub-letais, porém, as implica¢des para a sobrevivéncia das populacdes
que habitam areas sob impacto por longos periodos podem ser profundamente afetadas
(BICKHAM, 2002).

Assim sendo, o monitoramento do ambiente aquatico € uma atividade importante
para prevenir a poluigdo de aguas causada por contaminagdo quimica (SAOTOME &
HAYASHI, 2003). Os estudos ecotoxicologicos aplicados ao compartimento
agua/sedimento, tornam-se importantes artificios para compreender a extensdo dos
impactos ambientais, utilizando, para isso, organismos vivos que operam como verdadeiros

“piosensores” (BRIGANTE et al., 2003).



Em decorréncia da extensibilidade dos resultados de toxicidade de determinado
organismo teste para um grande nimero de substdncias presentes no meio natural, os testes
de toxicidade sdo ferramentas importantes para o gerenciamento, mancjo ¢ monitoramento
de ambientes aquaticos. Também podem ser utilizados para tragar politicas ambientais,
criar legislagdes referentes as emissdes de efluentes, calcular riscos ambientais e gerar
informagdes vitais para os setores de vigilancia da satde publica ¢ ambiental (USEPA,

1994).



1.1 A POLUICAO CAUSADA PELA MULTINACIONAL PENARROYA OXIDE
S.A.NO ESTADO DA BAHIA

A populagio da cidade de Santo Amaro da Purificagiio (BA), distante cerca de 100
Km de Salvador, vem sofrendo, por mais de 30 anos, com as conseqiiéncias da poluigdo ¢ a
contaminacdo pelo chumbo (Pb) e cddmio (Cd), em niveis endémicos (IDA, 2002).
Uma fundigdo primdria de Pb, subsididria do grupo multinacional Pefiarroya Oxide S.A.
(produgo anual de 11.000 a 32.000 toneladas de Pb), instalou-se, em 1960, na periferia de
Santo Amaro da Purificagdo, causando intensa poluigio (CARVALHO etal., 1983).
Em 1975, REIS (apud CARVALHO et al., 1983) constatou que, nas aguas do Rio Subaé,
nos pontos mais proximos a tébrica, os niveis médios de Cd e Pb eram, respectivamente, de
0,08 e 6 mg/L. ultrapassando os limites maximos permitidos pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) para aguas de Classe II (0,001mg Cd/L e 0,01 mg Pb/L)
(BRASIL. Resolugédo CONAMA, 2005).

Em janeiro de 1998, o Govemo do Estado da Bahia implantou o Projeto Bahia Azul,
orcado em 600 milhdes de dolares, que tinha como obijetivo o sancamento basico (dgua e
esgoto) da regido do reconcavo baiano. Em setembro de 1998, as obras do Bahia Azul
escavaram as ruas proximas a fundigdo, expondo a camada de escoria. A escoria revolvida
foi deixada nas portas das residéncias, aumentando o risco de contaminagdo da populag@o
(CARVALHO et al., 2003).

Os trabalhadores da fundi¢do, seus fithos e os moradores de regides proximas a
usina foram afetados, pois o processo metalurgico adotado pela empresa ndo previa o
controle seguro sobre os efluentes liquidos e gasosos, destacando-se o material particulado
emitido pela chaminé da fébrica e os efluentes langados in natura no Rio Subaé. Os filtros

instalados na chaminé da fabrica, apés embargo dac inctalacdes pelo Governo do Estado,



apesar de conter materiais particulados de alta toxicidade, eram removidos e dispostos de
forma inadequada, permitindo que funcionarios ¢ transeuntes 0s levassem para dentro das
residéncias e os utilizassem na torma de tapetes e colchdes de dormir, aumentando, assim, &
exposi¢do a estas substancias (CARVALHO et al., 1984; SILVANY-NETO et al., 1996).
Em 1989, a empresa foi adquirida por um grupo industrial brasileiro ¢, em
dezembro de 1993, encerrou suas atividades. O ministério plblico do Estado da Bahia
atualmente move agdes contra a empresa poluidora, junto 2 Comarca de Santo Amaro da
Purificagdo, exigindo o reparo da polui¢io ambiental. Esse passivo inclui 230 trabalhadores
desempregados e cerca de 500.000 toneladas de residuo industrial solido (escoria)
espalhadas pela 4rea da empresa € pela cidade de Santo Amaro. O passivo ambiental da
fundigdo, que possui cercade 2 a3%de Pbe até 21% de Cd, foi utilizado por trabalhadores
e pela prefeitura de Santo Amaro da Purificagio para pavimentar vias de acesso ¢ 0S
quintais das casas. Grandes pilhas de escoria foram deixadas a céu aberto € em contato
direto com o solo, colocando em risco o proprio solo, as aguas subterraneas e, sobretudo, 0
Rio Subaé, que atravessa o terreno dessa antiga fundigdo (SILVANY-NETO, 1989; IDA,

2002).



1.2 EFEITOS BIOLOGICOS DOS METAIS PESADOS

As contaminagdes por metais pesados, como por exemplo Pb ¢ Cd, possuem carater
cumulativo no ecossistema, uma vez que os metais ndo sdo totalmente eliminados pelas
vias metabolicas comuns, passando a ser acumulados nos organismos. Em seres humanos,
os pélos do corpo servem como deposito, refletindo com maior fidelidade a contaminagdo
do que amostras de sangue ¢ urina, nos quais esses agentes podem estar em constante fluxo
metab6lico (CARVALHO et al., 1989).

Em termos biologicos, o Cd ndo ¢ um metal essencial. Além disso, pode apresentar

alto potencial toxico e causar envenenamento se for ingerido por meio de alimentos ou
bebidas contaminadas (USEPA, 1976). Apresenta, ainda, propriedades similares as do
zinco. competindo com este em diversas reagdes enzimaticas, podendo deslocé-lo e ligar-se
aos sitios ativos de forma irreversivel. Esse metal ainda causa disfun¢do tubular renal e
osteoporose (AOSHIMA et al.,1988a, 1988b).
Efeitos genotoxicos do Cd tém sido amplamente descritos na literatura especializada
(SHIMADA et al., 1998; STOHS et al., 2001, HARTWIG & SCHWERDTLE, 2002; LIU
et al., 2002; HANAHAN & WEINBERG, 2000), assim como danos irreversiveis a célula,
que podem levar a apoptose (SHIMODA et al., 2003).

As manifestagdes decorrentes da contaminagdo por Pb sdo, a principio, pouco
evidentes. Com o tempo, o Pb pode danificar o cérebro, o sangue, 0s nervos, os rins e os
6rgios reprodutivos. Isto pode causar incapacidades graves, incluindo perda de memoria,
fadiga extrema, problemas emocionais, insuficiéncia renal. coma e morte

(www.coshnetwork.org/PB%20E%200%20PINTOR%20DE%20CASAS .pdf, 2005).



Os efeitos genotoxicos do Pb tém sido descritos por Roy & Rossman (1992);
Yesilada (2001); Cestari et al. (2004), Minozzo et al. (2004), Xie et al. (2005) e outros.
Revisdes sobre os mecanismos celulares e moleculares da carcinogénese induzida pelo Cd e

Pb sdo apresentadas, respectivamente, por Waisberg et al. (2003) e Silbergeld (2003).



1.3 BIOMONITORAMEN:I‘O AMBIENTAL POR MEIO DO TESTE DE
DETECCAO DE MUTACAO E RECOMBINACAO SOMATICA EM Drosophila
melanogaster

Nos altimos anos tem havido um esforgo mundial para reduzir o emprego de
animais superiores nos testes e pesquisas toxicolégicas. Maior énfase tem sido dada no
desenvolvimento de modelos alternativos in vivo. A D. melanogaster ¢ um inseto modelo
muito bem estabelecido, que tem sido utilizado extensivamente para estudos genéticos ¢ de
biologia do desenvolvimento. A Drosophila tem sido recomendada pelo European Center
for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) como um modelo apropriado para
testes e pesquisas (FESTING et al., 1998; BENFORD et al., 2000) e, na ultima década, a
Drosophila tem emergido como um dos modelos mais poderosos para doengas humanas
(AULUCK et al., 2002; KAAZANTSEV et al., 2002) ¢ para pesquisas toxicologica
(GAIVAO et al,, 1999; KAR CHOWDHURI et al., 1999; MUKHOPADHYAY et al.,
2003; NAZIR et al., 2003) (apud SIDDIQUE et al., 2005).

A D. melanogaster tem sido empregada. com sucesso, na demonstragdo do
potencial genotoxico de lixo solido industrial (SIDDIQUE et al,, 2005); de particulas aéreas
(GRAF & SINGER, 1992; DELGADO-RODRIGUEZ et al., 1995; 1999), assim como de
corpos d’agua (SILVA, 1999; AMARAL etal., 2005; PANTALEAO et al., 2005).

O Teste para Detecgdio de Mutagdo ¢ Recombinagdo Somatica (Somatic Mutation
and Recombination Test - SMART) em células de asa de Drosophila melanogaster,
desenvolvido por Graf et al. (1984; 1989) e por Graf & van Schaik (1992) tem sido
empregado em testes de genotoxicidade e biomonitoramento de corpos d’agua, por ter a

capacidade de discriminar agentes mutagénicos. clastogénicos e/ou recombinogénicos

(SILVA, 1999; AMARAL et al., 2005; PANTALEAO et al., 2005).
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Este teste ¢ realizado por meio de cruzamentos experimentais utilizando trés
linhagens portadoras dos marcadores recessivos das células das asas: multiple wing hairs
(mwh, 3-0,3) e flare (fer , 3-38.8): [1] linhagem “multiple wing hairs” (mwh) com
constitui¢do genética y; mwh jv; [2] linhagem “flare-3" (/er), com constitui¢do genética v
/ In(3LR)TM3, ri p’’ sep 1(3)894a bx’* e Bd'; [3] linhagem “ORR; flare-3” (ORR; flare-3),
com constituigdo genética ORR; ﬂrj / In(3LR)TM3, ri p’ sep 1(3)894a bx’* e Bd® (GRAF &
VAN SCHAIK, 1992). sendo esta Gltima, portadora de genes de expressdo elevada de
enzimas do complexo citocromo P450, localizados nos cromossomos 1 e 2, provenientes da
linhagem Oregon R, resistente ao DDT.

Com estas linhagens sdo realizados dois diferentes cruzamentos: 1) cruzamento
padrdo (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens e 2) cruzamento
de alta bioativagdo (HB - high bioactivation cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“ORR; ﬂrj”. Assim sendo, o cruzamento padrio € util na detecg¢@o de agentes genotoxicos
diretos, enquanto o cruzamento de alta bioativagdo ¢ atil na detecgdo de agentes
genotoxicos indiretos, ou promutagenos, que necessitam de ativagdo metabolica para
induzir efeitos genotoxicos ou agentes que podem ser in ibidos pelo metabolismo.

Ambos cruzamentos produzem dois tipos de progénie: 1) Trans-heterozigoto marcado
(mwh + / + ﬂrj) (MH), que ¢ distinguido pela borda lisa da asa; B) Heterozigoto
balanceado (mwh + / TM3, Bd’) (BH), com borda de asa serrilhada.

Nos adultos cmergentes MH as manchas mutantes aparecem como manchas
simples, apresentando o fendtipo “mwh” ou “flare”, ou como manchas gémeas mostrando
areas adjacentes “mwh” e “flare”. As manchas simples sdo produzidas por mutagdo,
aberracdo cromossomica (dele¢do), recombinagdo, ou ndo-disjun¢do mitdtica, enquanto que

as manchas gémeas ocorrem exclusivamente por recombinagdo. Nos individuos BH as



11

manchas mutantes aparecem apenas como manchas simples do tipo “mwh”, produzidas por
mutagdo, aberragio cromossOmica (delegdo) ou ndo-disjungdio. A indugdo da perda de
heterozigose destes marcadores, nas células dos discos imaginais da larva, por tratamento
com um composto genotoxico, leva a formagdo de clones de células mutantes, os quais se
expressam, ap6s a metamorfose, em uma mancha mutante na asa (SPANO & GRAF,
1998).

Sendo o Brasil um pais cuja bacia hidrografica ¢ extensa, fazem-se necessarias mais
investigagdes relativas & qualidade de suas dguas. Neste sentido, o presente estudo aponta
para as possibilidades de aplicagdo de metodologias vidveis para mensura¢do da qualidade
das aguas. Além disso, possibilita propor medidas de controle e, apontar solugdes que
garantam a qualidade de vida da populagdo e da biota aquatica, principalmente em regides

comprovadamente impactadas por dejetos antropogénicos.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o potenciais genotoxico de amostras
de 4gua e sedimento do Rio Suba¢ (BA), por meio do teste de mutagio e recombinag@o

somatica em células de asas de Drosophila melanogaster.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a indugdo de mutagdo, aberragdo cromossdmica, recombinagdo e nao-
disjungdo cromossomica em descendentes trans-heterozigotos marcados, provenientes de

cruzamentos padrio e de alta bioativa¢do metabdlica;
= Avaliar a indugdo de mutagdo, aberragdo cromossomica € ndo-disjungdo
cromossdmica em descendentes heterozigotos balanceados, provenientes de cruzamentos

padrio e de alta bioativagdo metabdlica;

» Avaliar e quantificar o porcentual de alteragdes genéticas devidas exclusivamente

3 recombinagio somatica, em descendentes de ambos cruzamentos;

= Avaliar a influéncia da ativagio metabdlica, pelo complexo enzimatico citocromo

P450, de agentes xenobidticos presentes nestas amostras;

= Avaliar a presenga de Pb e Cd, bem como as concentragdes dos mesmos.;



* Correlacionar a concentragido dos metais pesados nas amostras de dgua e

sedimento com eventuais alteragdes genéticas.

13
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA

Foram coletadas, no dia 4 de feveireiro de 2004, amostras de agua e sedimento do
Rio Subaé (Estado da Bahia), regido nordeste do Brasil, 12°15° ¢ 12°40° latitude Sul e
38°37° e 39°00° longitude Oeste, impactado especialmente por residuos de fabricas de
celulose e lingotes de chumbo, agrotoxicos utilizados nos canaviais € nas culturas de
hortaligas, bem como esgotos domésticos. O local de coleta estd mostrado na Figura 1.

As amostras foram coletadas de acordo com Vargas et al. (1993) e Amaral et al.

(2005), sendo mantidas refrigeradas até o dia do tratamento.

3.2 ANALISE QUIMICA

As amostras de dgua e sedimento foram submetidas a andlise para detecg¢do de
metais pesados (Pb e Cd) por meio de espectrometria de absorgdo atdmica. As andlises
foram realizadas nos laboratérios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.

3.3 TESTE PARA DETECCAO DE MUTACAO E RECOMBINACAO SOMATICA
(SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION TEST — SMART)

O teste para detec¢do de mutagdo ¢ recombinagio somatica em células de asas de
Drosophila melanogaster (SMART) foi desenvolvido de acordo com o descrito por GRAF

etal. (1984; 1989) e GRAF & VAN SCHAIK (1992).
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Foram utilizadas trés linhagens portadoras dos marcadores recessivos das células das asas:
multiple wing hairs (mwh, 3-0.3) e flare (1", 3-38.8): [1] linhagem “multiple wing hairs”
(“mwh”) com constituicio genética y; mwh jv; [2] linhagem “flare™ (“flr’™”), com
constituicdo genética fIr'/ In(3LR)TM3, ri p” sep I(3)894a bx’* e Bd’; e [3] linhagem
“ORR; flare®” (“ORR; flare’), com constituigdo genética ORR; ¥ / In(3LR)TMS3, ri p* sep
1(3)894a bx™* e Bd’. Todas essas linhagens mutantes foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Ulrich Graf, do Institute of Toxicology, ETH, University of Ziirich, Schwerzenbach,
Suica.

As linhagens mutantes foram mantidas em estufa B.O.D (Biologic Oxigen Demand)

(Tecnal — Equipamentos para Laboratorios Ltda., Piracicaba, SP), com fotoperiodo de 12
horas claro/escuro e temperatura de 25+1°C.
Foram realizados dois cruzamentos: 1) cruzamento padrio (ST — standard cross), no qual
machos “mwh” foram cruzados com femeas virgens “flare’” (GRAF et al., 1989); 2)
cruzamento de alta bioativacdo (HB - high bioactivation cross), machos “mwh” cruzados
com fémeas virgens “ORR; flare™ (GRAF & VAN SCHAIK, 1992). Os ovos obtidos de
ambos cruzamentos foram coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma
base solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento suplementado com
sacarose. Larvas de 3° estdgio (72 + 4 h), provenientes de ambos cruzamentos, foram
lavadas com 4gua corrente, seguida de dgua destilada estéril e coletadas com auxilio de
uma peneira de malha fina. Em seguida, foram submetidas a tratamento cronico
(aproximadamente 48 horas) com amostras de agua (in natura) e sedimento do Rio Subaé.

Os tratamentos com a dgua do Rio Subaé foram realizados em frascos contendo

1.5g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantdneo,Yoki Hikari®) e 5SmL de
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dgua do rio. Os tratamentos com sedimento foram realizados em frascos contendo
diferentes proporgdes (1:5; 1:2 e 1:1) de sedimento vs. meio de cultura altemativo — puré de
batata instantdneo Yoki Hikari®). Como controle negativo foi utilizada dgua MilliQ
(Millipore, Vimodrone, Mildo, ltalia). Como controle positivo, uretano (10 mM). Todos os
tratamentos foram realizados em frascos dmbar, para proteger contra a fotodegradagdo.

Os descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh + / + ﬂrj) (MH) e
heterozigotos balanceados (mwh + / TM3, Bf) (BH), foram coletados ¢ conservados em
etanol 70%. As asas foram extraidas com auxilio de lupa e pingas entomologicas n°5 e
montadas entre ldmina e laminula com solug¢do de Faure (30g de goma ardbica, 20ml de
glicerol, 50g de hidrato cloral e 50ml de agua) e analisadas quanto a ocorréncia de
diferentes tipos de manchas mutantes, em microscopio optico de luz, com aumento de 400
vezes. Durante a andlise das laminas, foram registrados o nimero de manchas mutantes,

assim como o tipo e o tamanho das mesmas.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada de acordo com o teste do X* para proporgdes,

bicaudal, com nivel de significancia: a=p=0,05 de acordo com Frei & Wiirgler,1988.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH do cruzamento ST, tratados
com agua (in natura) e sedimento (1:5, 1:3 e 1:1) coletados no Rio Subaé e os controles
negativo (agua MilliQ) e positivo (uretano 10 mM) estdo apresentados na Tabela 1.

Os numeros de manchas mutantes simples pequenas e o total de manchas
observados nos tratados com a agua do Rio Subaé diferiram significativamente (0<0,05)
quando comparados com os nimeros de manchas mutantes encontrados no controle
negativo.

Os nimeros de manchas simples pequenas, simples grandes e o total de manchas
observados nos tratados com uretano 10 mM diferiram significativamente (¢<0,05) quando
comparados com os nameros de manchas mutantes observados no controle negativo.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes BH do cruzamento ST, tratados
com 4gua (in natura) do Rio Subaé e dgua MilliQ (controle negativo) estdo apresentados na
Tabela 1. As freqiiéncias de manchas mutantes registradas nos descendentes BH tratados
com 4agua do Rio Subaé ndo diferiram estatisticamente das freqiiéncias observadas no
controle negativo.

Os descendentes BH possuem multiplas inversdes no cromossomo balanceador
TM3, fazendo com que todos os eventos recombinacionais sejam eliminados. Assim sendo,
comparando-se as freqiiéncias de manchas observadas nos descendentes MH (devidas a
mutagdio, aberragdo e recombinagdo), com as freqiiéncias de manchas observadas nos
descendentes BH (devidas somente 4 mutagio e aberragdo), € possivel estimar a freqii€ncia

de manchas devida a recombinag@o.
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Comparando-se as freqiiéncias de manchas observadas nos descendentes MH e BH
do cruzamento ST, tratados com agua do Rio Subaé, verifica-se que 15% das manchas
foram induzidas por mutagdo e aberragdo cromossdmica, enquanto que 85% foram
induzidas por recombinag&o.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH do cruzamento ST, tratados
com sedimento (1:5, 1:3 e 1:1) coletado no Rio Subaé, estdo apresentados na Tabela 1. As
freqiiéncias de todas as categorias de manchas mutantes ndo diferiram estatisticamente
(¢>0,05) quando comparados com o nimero de manchas mutantes encontrado no controle
negativo.

Diante dos resultados negativos encontrados nos descendentes MH do cruzamento
ST, tratados com sedimento (1:5, 13 ¢ 1:1) coletado no Rio Suba¢, ndo se justifica a
analise dos descendentes BH.

A Figura 2 apresenta a distribui¢do do tamanho de manchas mutantes observadas
nos descendentes MH do cruzamento ST, tratados com agua MilliQ, sedimento (15,13 e
1:1), 4gua do Rio Subaé e uretano (10 mM).

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH do cruzamento HB, tratados
com Agua (in natura) e sedimento (1:5, 1:3 e 1:1) coletados no Rio Subaé e os controles
negativo (agua MilliQ) e positivo (uretano 10 mM) estdio apresentados na Tabela 2.

Os nimeros de todas as categorias de manchas mutantes (simples pequenas, simples
grandes, gémeas e o total de manchas) observados nos tratados com a agua do Rio Subaé
diferiram significativamente (a<0,05) quando comparados com 0 nimero de manchas

mutantes encontrado no controle negativo.
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Os numeros de manchas simples pequenas ¢ o total de manchas observados nos
tratados com uretano (10 mM) diferiram significativamente (0:<0,05) quando comparados
com os nimeros de manchas mutantes observados no controle negativo.

Os resultados obtidos na anlise dos descendentes BH do cruzamento HB, tratados
com agua (in natura) do Rio Subaé¢ e com agua MilliQ (controle negativo) estdo
apresentados na Tabela 2. As freqiiéncias de manchas mutantes registradas nos
descendentes BH tratados com agua do Rio Subaé néo diferiram estatisticamente (a>0,05)
das freqiiéncias observadas no controle negativo.

Comparando-se as freqiiéncias de manchas observadas nos descendentes MH ¢ BH
do cruzamento HB, tratados com agua do Rio Subaé, verifica-se que 11% das manchas
foram induzidas por mutagdo e aberragdo cromossdmica, enquanto que 89% foram
induzidas por recombinag@o.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH do cruzamento HB, tratados
com sedimento (1:5, 1:3 ¢ 1:1) coletado no Rio Subaé, estiio apresentados na Tabela 2. As
freqiiéncias de todas as categorias de manchas mutantes ndo diferiram estatisticamente
(2>0,05) quando comparados com 0 namero de manchas mutantes encontrado no controle
negativo.

A Figura 3 apresenta a distribui¢éo do tamanho de manchas mutantes observadas
nos descendentes MH do cruzamento ST. tratados com dgua MilliQ, sedimento (1:5, 13e
1:1), 4gua do Rio Subaé e uretano (10 mM).

A Figura 4 apresenta as porcentagens de manchas mutantes induzidas pela dgua do

Rio Subaé, nos descendentes de ambos cruzamentos, devidas 4 mutagdo e a recombinagdo.
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Figura 4. Porcentagens de manchas mutantes induzidas pela dgua do Rio Subaé¢, nos descendentes heterozigotos

marcados (MH) dos cruzamentos ST e HB, devidas a mutacdo e a recombinagéo.
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5. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro trabalho que aplica o SMART de asa na avaliagio da
genotoxicidade da d4gua e do sedimento do Rio Subaé.

Foram observados aumentos estatisticamente significativos nas freqiiéncias de
manchas simples pequenas ¢ no total de manchas nos descendentes MH do cruzamento ST;
e aumentos estatisticamente significativos nas freqiiéncias de todas as categorias de
manchas nos descendentes MH do cruzamento HB, tratados com agua do Rio Subaé,
quando comparados com 0s respectivos controles negativos.

Nido foi observada diferenca estatisticamente significativa na freqiiéncia de manchas
gémeas induzidas pela 4gua do Rio Subaé nos individuos MH do cruzamento ST, quando
comparado com o nimero de manchas gémeas observadas no controle negativo. No
entanto, no cruzamento HB, o aumento observado na freqiiéncia dessas manchas foi
estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo. Isto pode ser
explicado pelo fato de o cruzamento HB, por possuir niveis elevados de enzimas citocromo
P450, fazer com que o SMART seja mais sensivel a detecgdo de promutigenos e
procarcindgenos.

Nos individuos MH, manchas mutantes (mwh ou fIr) podem ser produzidas por
mutagdo, aberragdo cromossdmica (dele¢do), recombinagdo e ndo disjungdo. A presenga de
manchas gémeas demonstra a ocorréncia de recombinacfio mitdtica entre o centrémero e o
locus “flare”. No entanto, apenas por este pardmetro, ndo € possivel quantificar a
contribuigdo de cada um desses mecanismos no total de manchas mutantes. Para tanto, faz-
se necessario a analise dos descendentes BH, nos quais as manchas mutantes sdo devidas

apenas a mutagdo, aberra¢do cromossdmica (dele¢do) e ndo disjungdo. Devido & inversdo
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presente no cromossomo balanceador TM3, todos os eventos recombinacionais sio
eliminados. Assim sendo, a freqgiiéncia de manchas mutantes observada na analise dos
descendentes BH, comparada com a freqiiéncia de manchas mutantes observada na analise
dos descendentes MH permite quantificar a contribui¢do de eventos recombinacionais no
total de manchas observadas (GRAF et al., 1984).

Na analise dos individuos BH dos cruzamentos ST e HB nfio foram observadas
diferengas estatisticamente significativas nas freqiiéncias de manchas mutantes simples
pequenas, simples grandes e no total de manchas induzidas pela agua do Rio Subaé, quando
comparado com os numeros de manchas observadas nos respectivos controles negativos.

Os resultados das analises das freqii€éncias de manchas observadas nos descendentes
MH, comparados com os observados nos descendentes BH permitiram concluir que, a
amostra de dgua coletada do Rio Subaé apresentava genotoxinas com alto poder de
recombinagdo (85% e 89%, respectivamente, nos descendentes dos cruzamentos ST e HB -
Figura 4).

Evidéncias recentes tém sugerido que as alteragdes cromossdmicas, mutagSes e
principalmente a recombinagdo sio os principais riscos genéticos envolvidos na génese e
progressdo do cancer, uma vez que estes eventos levam & perda de heterozigose de genes
envolvidos na regulagdo do ciclo celular (BISHOP & SCHIELST, 2003).

As distribuigGes dos tamanhos de manchas observadas nas Figuras 2 ¢ 3 estio de
acordo com o observado em experimentos anteriores (GRAF et al., 1984; FROLICH &
WURGLER, 1990; SPANO et al., 2001) que demonstram que tratamentos cronicos de 48 h
resultam em distribui¢des onde manchas menores predominam e as freqiiéncias de manchas

maiores decrescem de acordo com o0 aumento de tamanho.
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Os resultados obtidos nos tratamentos com dgua do Rio Subaé sdo similares aos
obtidos na analise de amostras de agua do Rio Cai, do Estado do Rio Grande do Sul,
impactado por mistura complexa proveniente de esgotos municipais, assim como despejos
de diferentes industrias, quando testadas por meio dos cruzamentos ST e HB do SMART de
asade D. melanogaster (AMARAL et al., 2005).

Esses resultados ainda estfio de acordo com os obtidos por YESILADA (2001), que
testou o nitrato de Pb (Pb (NO3)2), nas concentragdes de | e 10 mM, em descendentes MH
de D. melanogaster do cruzamento ST do SMART, e verificou a ocorréncia de aumento
estatisticamente significativo nas freqiiéncias de manchas mutantes pequenas simples,
pequenas grandes e no total de manchas. Além disso, foi verificado que a taxa de
sobrevivéncia foi 54.67% e 27.85% para os tratados, respectivamente, com 1 e 10 mM, o
que demonstra a alta toxicidade do Pb(NOs),.

O rio Subaé estd impactado por mistura complexa oriunda de despejos domésticos e
industriais que, de acordo com OHE et al. (2003), pode conter agentes nocivos ao material
genético. Uma revisdo sobre o impacto genotéxico de despejos domésticos e industriais em
corpos d’agua € apresentado por White & Rasmussen (1998) demonstrando que estes sio
importantes fontes de contaminantes ambientais, No entanto, uma grande propor¢do dos
danos genéticos € comprovadamente devida a contaminagdo ambiental por Cd e Pb,
provocada pela multinacional Pefiarroya Oxide S.A. uma VeZz que, a escoria amontoada nas
dependéncias da fabrica, distante apenas 290 metros da margem, em local com declive
topografico em dire¢io ao curso do rio, ¢ transportada, por gravidade, ao lengol freético ou
para o curso do rio (IDA, 2002).

Trabalhos de genotoxicidade com Cd e Pb em outros organismos testes tém

demonstrado que o Cd pode ocasionar quebra da fita do DNA, troca entre cromatides irmas
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e aberragdes cromossdmicas (SHIMADA et al., 1998; STOHS et al., 2001), inibir o sistema
de reparo do DNA e causar instabilidade gendmica (HARTWIG & SCHWERDTLE, 2002;
LIU et al., 2002), inibir a defesa contra o estresse oxidativo, induzir ativagdo de proto-
oncogenes (HANAHAN & WEINBERG, 2000), assim como causar danos irreversiveis a
c¢élula, podendo levar a apoptose (SHIMODA et al., 2003).

O Pb induz mutagio no gene gpt de hamster Chinés da linhagem V79 (ROY &
ROSSMAN, 1992); mutagio. aberragdo e recombinagdo génica em D. melanogaster
(YESILADA, 2001); aberragdes cromossémicas em peixes  Hoplias malabaricus
(CESTARI et al., 2004), aberragdes cromossdmicas e microntcleos em linfécitos do sangue
periférico de trabalhadores (MINOZZO et al., 2005), quebras de cadeias duplas de DNA
em c€lulas de pulmao humano (XIE et al., 2005), etc., além de causar danos oxidativos no
DNA e substituir 0 zinco em varios complexos enzimaticos como, por exemplo, na
regulagdo da transcri¢io (SIBERGELD et al., 2003).

O Pb e o Cd sdo considerados importantes carcinégenos humanos. Revisdes sobre
0s mecanismos celulares e moleculares da carcinogénese induzida por esses metais pesados
sdo apresentadas, respectivamente, por Waisberg et al. (2003) ¢ Silbergeld (2003).

Néo foram observados aumentos estatisticamente significativos nas freqiiéncias de
todas as categorias de manchas analisadas nos descendentes MH dos cruzamentos ST ¢ HB,
tratados com sedimento do Rio Subaé, em todas as proporg¢oes de sedimento/meio de
cultura alternativo, quando comparados com os respectivos controles negativos. Isto pode
¢star relacionado com o tamanho das particulas que compde o sedimento. Elas podem ser
maiores do que as larvas podem ingerir, portanto, é necessaria a medida do tamanho das

mesmas.
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Foi observado um aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas
mutantes simples pequenas e no total de manchas induzidas pelo uretano (10 mM) nos
descendentes MH do cruzamento ST, enquanto que no cruzamento HB o uretano induziu
aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de todas as categorias de manchas
mutantes, quando comparado com os respectivos controles negativos.

Esses dados estio de acordo com trabalhos preliminares (FROLICH & WURGLER,
1990), que mostram que o uretano possui um claro potencial genotoéxico em D.
melanogaster, com forte dependéncia da ativagdo metabdlica, dependente de citocromo
P450.

Os resultados obtidos nos tratamentos com uretano validam os resultados negativos
obtidos nos tratamentos com sedimento, demonstrando a eficicia das linhagens mutantes
utilizadas, uma vez que todos os experimentos foram realizados concomitantemente.

Embora as genotoxinas presentes na agua e no sedimento do Rio Subaé nio terem
sido extensivamente caracterizadas neste estudo, foi possivel avaliar que a concentragio de
Cd presente na agua como sendo de 0,06 mg/L, e as de Pb iguais a 0,29 ¢ 56.4 mg/L na
agua e no sedimento, respectivamente. Ndo foi detectado Cd no sedimento.

As principais fontes desses elementos para o ambiente aquatico s3o o intemperismo
das rochas que compdem a bacia de drenagem e a erosdo de solos ricos nesses materiais.
Atualmente, além das fontes naturais de metais, as fontes antrépicas tém-se destacado como
responsaveis pelos elevados niveis desses elementos nos corpos d’agua, colocando em risco
0 equilibrio ecolégico desses sistemas (ESTEVES, 1988).

Por meio de analise comparativa, que permite avaliar o grau de alteragdo nos niveis
desses metais na agua, os valores desses elementos encontrados na agua do Rio Subaé

foram confrontados com concentragdes-limites definidas pela Resolugio 20/2005 do
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Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA). Foi possivel concluir que, as
concentragdes de Cd e Pb observadas nas amostras de agua e sedimento do Rio Subaé
estdo, respectivamente, 60 e 10 vezes, acima das concentragoes permitidas (0,001 mg Cd/L;
0,0Img Pb/L) (CONAMA, 2005).

A medida pura e simples da concentragdo total de um constituinte quimico no
sedimento, nem sempre é um indicativo do nivel do efeito toxico. A toxicidade do metal no
sedimento depende de quanto deste metal est4 disponivel para bioacumulagao.

Apesar da alta concentragio de Pb detectada no sedimento do Rio Subaé, os
resultados negativos observados neste trabalho nos permitem supor que, provavelmente, o
Pb ndo esteja biodisponivel no ambiente, uma vez que, de acordo com a Agéncia de
Prote¢dio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1997), metais bivalentes, como Pb, Cd,
Zn, Cu, Ni e Mg, reagem com sulfetos, formando compostos altamente insoluveis e que
ndo sdo biodisponiveis.

Devido ao fato de as relagdes entre a concentragdo total de contaminantes no
sedimento e a concentragio biodisponivel serem ainda pouco entendidas, a determinagio
dos efeitos de sedimentos contaminados sobre 0rganismos aquaticos requerem testes
laboratoriais adicionais de toxicidade e bioacumulagio (USEPA, 1994).

Portanto, é possivel o sedimento estar contaminado por metal, mas nio apresentar
efeito toxico/genotdxico. Isto vai depender dos processos geoquimicos que controlam a
disponibilidade do metal no sedimento. ConcentragGes similares de produtos quimicos
podem produzir efeitos biologicos diferentes em sedimentos diferentes. Esta discrepancia
ocorre porque a toxicidade depende do grau de ligagdo entre o contaminante e constituintes

do sedimento que controlam a biodisponibilidade.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que, nas condigdes

- experimentais utilizadas:

" adguado Rio Subaé possui agentes genotoxicos diretos e indiretos (dependentes da
a¢do metabolica mediada por enzimas do complexo citocromo P450) com alta

capacidade de recombinagio somatica.

" aaguae o sedimento do Rio Subaé estio contaminados com concentragdes de Cd e

Pb acima do permitido pela Resolugdo CONAMA/2005.

* o sedimento, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, caracteriza-se como uma

fonte perigosa de continua contaminag¢io ambiental.

* 0 SMART de asa de D. melanogaster ¢ um instrumento sensivel para a detecgdo de

agentes genotoxicos em misturas complexas de origem ambiental.

Diante do acima exposto, faz-se necessario o estabelecimento de politicas de
saneamento basico assim como de biomonitoramento continuo da bacia hidrografica do

Rio Subaé, com o objetivo de proteger a biota aquética e a populagio ribeirinha.
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