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1. INTRODUCZAO

O ecossistema aquético vem sendo poluido constantemente
através de despejos de védrias origens, como por exemplo,
industrial, agricola ou doméstica. 0O estabelecimento de critérios
para avaliac#o da qualidade dessas dguas & complexo e tem sido
uma preocupacdo constante dos pesquisadores na &area de controle
da poluic#o ambiental em todo mundo. Para que esse controle seja
efetivo é necessédrio que tanto quem gera poluic#o como os 6rgaos
controladores e os pesquisadores, tenham consciéncia dos
problemas ecolégicos e dos riscos & salde que os diversos tipos
de poluentes podem causar e que as decisdes sejam tomadas de uma
maneira integrada.

Atualmente o Estado de S#o Paulo, através do seu 6rgéo
controlador da poluic3o, a Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB), monitora a qualidade das dguas interiores
através do Indice de Qualidade das Aaguas (IQA) e o indice de
Toxicidade (IT). Esses indices 1levam em considerac#o alguns
parimetros fisicos e quimicos, porém os compostos orgénicos com
atividade mutagénica n#o s3o incluidos nos referidos indices. A
andlise destes compostos é de grande importéncia pois eles
interagem com o material genético das células, causando mutagdes
e dessa forma podendo aumentar a incidéncia de céncer e de
doencas hereditdrias nas populac®es expostas. A identificac#o
quimica dos mesmos em amostras de 4&4gua é muito complexa, pois
requer aparelhagem sofisticada e de alto custo como
espectrdmetros de massa e cromatégrafos além de envolver védrias
etapas de fracionamento quimico o que dificulta muito as andlises
de rotina.

Devido a esta dificuldade existe uma tendéncia nos altimos
anos da aplicacdo de bioensaios microbianos que identificam
diretamente o efeito que estes compostos podem causar para
avaliag#o da mutagenicidade de amostras de 4gua. Esses
bioensaios microbianos fornecem resposta rédpida, s#o de fécil
execuc#io e levam em conta as reacdes que possam ocorrer entre os
diferentes compostos presentes na dgua, além de serem bem menos



onerosos gue as analises quimicas.

0 estudo dos compostos com atividade mutagénica presentes em
amostras ambientais através de bioensaios microbianos tem se
intensificado muito desde a década de 70. Hoje Jjad se tem
conhecimento da presenga e distribuic#io desses compostos em &dguas
de rios, 1lagos e 4gua para consumo, em paises como os Estados
Unidos, Canadéa, Jap#io, Holanda etc.

No Brasil, por serem ainda pouco frequentes os estudos nessa
area, se torna de grande importéncisa o conhecimento da
nutagenicidade presente em dguas de mananciais que s#io utilizadas
como fonte de abastecimento piablico. Estudos esses que podem =ar
realizados através de bioensaios que fornecam respostas rédpidas e
de baixo custo aplicdveis tanto em estudos de monitoramento bem
como em situages de emergéncia. Resultados obtidos através
desses ensaios podem ser Gteis para complementar a avaliac#o da
qualidade das 4&4guas, e também, no estabelecimento de critérios
para o controle dessas substfncias no‘meio ambiente.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a
presenca de atividade mutagénica em extratos orgénicos de
amostras de corpos d dgua do Estado de S#o Paulo que s#o
utilizados principalmente como fonte de abastecimento pdblico,
utilizando um bioensaio microbiano denominado Teste de Ames, e
verificar sua aplicac®o em estudos de monitoramento da qualidade
das 4aguas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. IMPORTANCIA DA DETECCAO DE MUTAGENOS NO MEIO AMBIENTE.

A deteccdo de mutagenos no ambiente tem importéncia
principalmente quanto a dois aspectos, emn relacio a
carcinogénese, e em relac#o & doencas hereditédrias.

Durante os dltimos 30 anos foram reunidas cada vez mais
evidéncias de que o clncer € uma doenca genética e que pode ser
entendida como o resultado de varias mutacdes que se acumulam no
DNA de uma Gnica célula somdtica, levando a perda do controle de
crescimento (WATSON e col., 1887).

Sabe-se também que muitos agentes quimicos que causam céncer
em animais também causam mutacdes em testes "in vitro” (TENNANT e
col., 1987 ; AULETA e ASHBY, 1988), e em um determinado céncer de
bexiga foi provado que as células cancerigenas diferiam da célula
normal por mutac#o em uma udnica base (GIBBONS, 1982).

OQutra observacsio que reforca que o clncer provém de efeitos
mutacionais é que individuos que apresentam deficiéncia no
processo de reparo de DNA s#o mais suscetiveis a desenvolveram a
doenca ( ex.: céncer de pele em individuos portadores de
Xeroderma pigmentosum, doenca causada pela auséncia do reparo de
excisdo).

Assim podemos inferir que quanto maior a exposic¢cdo de uma
populacsio a agentes mutagénicos maior a incidénecia de cincer nos
individuos.

0 ambiente desempenha um papel fundamental na etiologia da

doenca e sabe-se que 82% dos tipos de céncer encontrados

atualmente s#o do tipo carcinoma, céncer que se desenvolve a
partir das células epiteliais, que recobrem a superficie dos
orgdios (pele, intestino, pulmdo etc.), e sdo Justamente estes

tecidos que est3io em contacto com o ambiente através do ar ,
alimento e &gus. Além disso a incidéncia dos diversos tipos de
céncer variam tanto geograficamente como ocupacionalmente.
(WATSON e col., 1987).



Qutra considerac#o ¢ gque mutdgenos agindo em células
germinativas (basicamente O6vulos e espermatozéides) causanm
modificacBes no material genético ou seja, mutacdes, que podem
levar & maior incidéncia de doencas genéticas, sendo que as mais
facilmente identificadas nas populagcSes sdo as de cardter
dominante e aquelas causadas por aberragles cromossdmicas
(SAXENA, 1984).

Os compostos mutagénicos presentes no melc ambiente podem
ser tanto de origem natural (ex. toxinas de microrganismos) como
de origem antrdpica (ex. efluentes industriais, agrotdxicos),
formando uma mistura complexa. Para se ter uma idéia da
complexidade das amostras ambientais como &dgua bruta por exemplo,
em termos de diversidade de poluentes orgédnicos KRAYBILL e col.
(1978) encontraram e identificaram 729 compostos orgénicos
diferentes nesse tipo de amostra e, o nGmero de compostos que
pode estar presente na &dgua de consumo apds tratamento, pode
exceder 1200 (BULL, 1981). |

Existem vdrias maneiras de se observar a relacdo entre
doencas e exposic#o dos individuos a amostras ambientals, tais
como agua ou ar. O estudo epidemiolédégico é o método mais direto
para demonstrar essa relac3#o porém estd sujeito a muitas
limitagcdes (TYE e WAITE, 1981). Em 1976 foi realizado um estudo
deste tipo por PAGE e col. e foi demonstrado através de regresséo
miltipla uma relac3o entre mortalidade por céncer e consumo de
dgua tratada obtida do rio Mississipi, em Louisiana, EUA,
sabidamente poluido com mutédgenos. Os autores observaram que essa
relagcsio foi positiva em especial para céncer do trato urinario e
céncer do trato gastrointestinal.

Em 1882, GOTTLIEB e CARR demonstraram uma relagéo
significativa entre o uso de &gua <clorada de Louisiana e a
incidéncia de céncer de reto. Também em 1982, KANAREK e YOUNG,
estudando a relacdo entre 4gua tratada e cé@ncer como causa de
morte em Wisconsin, EUA, observaram uma relacdo entre céncer
intestinal e presenca de trialometanos em &gua (compostos
mutagénicos, formados a partir de acidos himicos e tratamento por
cloro).



Porém, estes estudos s#o raros, extremamente caros e na
maioria das vezes gderam resultados duvidosos, n#o permitindo
conclusdes definitivas, devido a forma que szio conduzidos.

Uma alternativa tradicional para detectar mutédgenos ou
carcindégenos é a inoculac#do das amostras ou compostos em animais
teste suscetiveis e a demonstraciio de mutacdes ou inducgdo de
tumores apds a exposic#o (testes "in vivo"). Essa maneira é mais
rédpida que os estudos epidemiolégicos, entretanto, estes ensaios
envolvem o uso de muitos animais, s#o trabalhosos e onerosos,

dificultando a avaliag#o de um grande numero de amostras em curto
espago de tempo.

Como exemplo de estudo "in vivo" podemos citar o realizado
por PREIN e col. (1978) onde foi observado a inducio de um maior
nimero de aberrag¢les cromossdmicas (30% de quebras) em peixes
(Unbra pygmaea) mantidos em &dguas do Rio Rhine, Holanda, durante
11 dias, que em peixes mantidos em 4gua ndo poluida (7% de
quebras cromossodmicas).

Em wvista das dificuldades de realizacgdo dos ensaios

epidemioldégicos e "in vivo"”, foram desenvolvidos védrios métodos
"in vitro"”, em especial utilizando-se microrganismos, Qque tem se
mostrado uma boa alternativa no monitoramento de um grande nimero
de amostras ambientais (TYE e WAITE, 1981). Dentre suas vantagens
podemos citar a simplicidade, baixo custo, sensibilidade e alta
reprodutibilidade (SAXENA, 1984).

Atualmente os testes de mutagenicidade mais wutilizados em
amostras ambientais s%o os que utilizam bactérias e, em especial,
o Teste de Ames.



2.2. 0 TESTE DE AMES

0O teste de Ames foi desenvolvido Dr. Bruce AMES na década de
70 (AMES, 1971; AMES e col., 1875) e revisado por MARON & AMES
(1983). Em 1987 CLAXTON e col. apresentaram as principais
orientacdes e recomendacgdes para a realizacdo desse -ensaio e
interpretacdo de resulftados, 0 teste empregsa cepas de Salmonella
typhimurium, derivadas da linhagem parental LT2 auxotréfica para
histidina (his—>, especlalmente construidas para detectar
mutagdes do tipo deslocamento do quadro de leitura ("frameshift”)
ou substituic#oc de pares de base ("base pair substitution”).
Estas cepas s#o incapazes de crescer em meio de cultura sem
histidina, a menos que ocorram mutacdes que restaurem a sintese
da histidina. A frequéncia de reversdn & facilmente medida pela
contagem das coldnias que crescem no meio minimo apds a exposicdo
de uma populacdo de células a um agente mnutagénico. Neste teste
inclui-se um sistema de ativacdo metab6lica (mistura S58) para
deteccdo de promutigenos ou mutagencos indiretos (item 2.3).

Segundo AMES & MC CANN (1978) e MC CANN & AMES (1977) a
sensibilidade e versatilidade das cepas do teste de Ames s3o
devidas a varios fatores ftais como os descritos a seguir.

A maioria das cepas apresenta uma delecdo do gene uvrB, o
que causa a perda da capacidade de repsaro por excisdo & aumenta a
sensibilidade das cepas na deteccgcio de mutdgenos (ALPER e AMES,
1975).

Algumas cepas contém o plasmidioco pKM101 que, além de
conferir resisténcia a ampicilina, contém o gene muec, cuja
expressdo causa um estimulo no sistema de reparo suscetivel ao
erro ("error prone’”) normalmente presente nesses microrganismos
pois o produto desse gene interfere na fidelidade da DNA
polimerase (MC CANN e col., 1975; HOLLSTEIN e col., 1979; MARON &
AMES, 1983).

Todas as cepas apresentam uma mutacdo denominada rfa que
causa perda parcial da barreira de lipossacarides da parede
bacteriana, facilitando a difus3o de moléculas grandes como

aminas aromédticas, hidrocarbonetos policiclicos e aflatoxinas



para dentro da célula (AMES e col., 1875).

Sdo varias as cepas indicadoras descritas e as mais
utilizadas s#@o TA1535, TA100, TA1538. TA88, TA1537, TA97a e
TA102.

Nas cepas TA1535 e TA1l00 o alvo de revers3o € a mutac#o
hisG46, no gene que codifica para 3 primeira enzima da
biossintese da histidina (AMES , 1871). BARNES e c0l1l.(1982)
sequenciaram o DNA da linhagem selvagem e da mutante mostrando
que a alteracdn ocorrea no codon CTC (leucina) da linhagen
selvagem que foi modificado para CCC (prolina) na linhagem
mutante. As cepas TA1535 e sua derivada TA100 (TA1535 mais o
plasmidio pKM101) detectam mutédgenos qgque causam substituic#op de
pares de bases e, primariamente, nos pares G-C.

As cepas TA1538 e sua derivada TAS88 (TA1538 mais o plasmidio
pKM101) tem a mutacdo hisD3052 no gene que codifica para a
histidinol desidrogenase. Essas duas cepas detectam mutdgenos que
causam deslocamento do gquadro de leitura ("frameshift”). Os

mutdgenos deste tipo podem restaurar os codons alterados nas

sequéncias repetitivas ou "hot spots" das 1linhagens mutantes.
Segundo ISONO e YOURNO (1974) e MARON & AMES (1883), préximo do
sitio de mutacio “"frameshift” -1 LisD3052 estd presente uma

sequéncia "hot spot” CGCGCGCG.

A cepa TA1537 tem uma mutacdo "frameshift"” denominada
hisC3076 e um "hot spot” de vArias citosinas (AMES e col.., 1875).
A cepa TA87, foi desenvolvida por LEVIN e col. (1982a) para
substituir a cepa TA1537. A cepa TA87 apresenta as mutacles
his01242 e hisD6610. A mutac#o hisD6610 foi desenvolvida a partir
da hisP3018 e foi sequenciada. Ela tem também dois "hot spots”,
um composto por uma série de citosinas, e outro, composto por uma
série de guaninas e citosinas alternadas o que a tornou mais
sensivel 4 varios mutidgenos que a TA1537. Em 1985 a cepa TA87 foi
reconstruidu por AMES, B. (comunicac&o pessoal), pois ela apre-
sentava baixa viabilidade. A nova cepa com as mesmas caracteris-
ticas foi denominada TA87a. Tanto a TAS87 como a TA97a apresentam
uma desvantagem, devido a presenca da mutac#io his01242, elas s3o

sensiveis a altas concentragBes de glicose, sendo recomendado



portanto o uso de placas de agar minimo contendo 0,4% de glicose,
ao invés de 2% como € usual.

A cepa TA102 apresenta uma mutac#o gchre no gene hisG428, ou
seja TAA no lugar de CAA da cepa selvagem. O gene hisG428 foi
inserido em um plasmidio pBR322, contendo gene para resisténcia
a estreptomicina e a regi#o his 0, G, D e C da Salmonella, tendo
sido denominado pAQl. 0O plasmidio pAQl foi wutilizado para
transformar cepas especiais de S. typhimurium com delecso do gene
hisG8476 cromossomal. Também foi introduzido o plasmidio pKM101l e
a cepa final obtida foi a seguinte: his & G8476, rfa, pAQl e
pKM101. Nesta cepa o alvo de mutac8o (hisG428) estd no plasmidio
de miltiplas cdépias ("multicopy”) pAGl, o qual estd presente enm
aproximadamente 30 cépias por célula (LEVIN e col., 1882b). Esta
cepa detecta mutdgenos que causam substituic#io de pares de bases
e o alvo é o par AT. Elas s#o capazes de detectar compostos
oxidantes e que causam “crosslinking" como, por exemplo, a
mitomicina C que ndo era detectada por nenhuma das outras das
cepas jéd citadas, apesar de potente mutédgeno.

A TABELA 1 mostra um resumo das caracteristicas das cepas
descritas acima.

Existem varias outras cepas de S. typhimurium desenvolvidas
pelo grupo do Dr. Ames e por outros pesquisadores com diferentes
aplicacBes, porém, wutilizadas com menos frequéncia, como a cepa
TA104, que contém a mutac8o gchre  hisG428 no cromossomo
bacteriano, delecdo uvrB e plasmidio pEKM101l, a qual detecta
preferencialmente compostos oxidantes e aldeidos similarmente a
cepa TA102 (LEVIN e col., 1982b). Outro exemplo é a cepa S01007
que contém a mutacio amber no gene LrpP28 e o plasmidio pKM101l e
foi desenvolvida por BALBINDER e KERRY (1984), podendo ser usada
como indicador n#o especifico de mutagénese, pois €& capaz de
sofrer revers#o por diversas classes de mutédgenos.

Existem algumas cepas variantes da TASS e TA100
nitroredutase deficientes que foram isoladas por MERMELSTEIN e
col. (1981) (cepas TAS8NR e TA100ONR) e por MC COY e col. (1881)
(TAS8 1,8DNPG) e podem ser usadas no estudo de nitrocompostos.
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Com relac#o a estudos utilizando combinacfo de cepss podemos
citar o método SIMULTEST desenvolvido por NESTMANN e col. (1987)
que utiliza combinac#o de algumas cepas de S. typhimurium para
testar uma amostra ou composto simultaneamente. Essas variacdes
do teste de Ames podem ser iteis no estudo de amostras ambientais
que estdo normalmente disponiveis em quantidades reduzidas,
inviabilizando o ensaio convencional. Outra modificac3io de método
com 0s mesmos objetivos foi feita por KADO e col. (1883) onde
utiliza-se a cultura da cepa teste, vinte vezes mais concentrada
(1019 e diminui-se a quantidade de amostra a ser testada e,
consequentemente, da mistura S9 na mesma proporcdoc. O teste de
Ames assim modificado, tem sido denominado de ensaio de
microssuspens8o e tem grande aplicacfo na idrea de mutagénese
ambiental onde a quantidade disponivel de amostra, mesmo apos
concentrac#o, é pequena.

A validac3do do teste de Ames como instrumento confidvel na
avaliac8o de carcinégenos e/ou mutédgenos foi exaustivamente feita
como pode ser observado nos trabalhos de PURCHASE e col. (1878),
DUNKEL e col. (1985), TENNANT e col. (1987) e AULETA e ASHBY
(1988). Como conclusdo poderia ser afirmado que os ensaios
genotdxicos, em geral, n3o s8o 100% precisos e gue nenhum ensaio
é capaz de detectar todos os carcindégenos conhecidos, o que faz
do teste de Ames o principal teste de rotina devido a sua alta
reprodutibilidade, baixo custo e uso muito generalizado,
facilitando comparacdes entre resultados e permitindo a andlise
de vadrias amostras em curto espago de tempo.

0 teste de Ames vem sendo o principal teste empregado na
avaliacdo de mutagenicidade de produtos quimicos puros (MCCANN e
col., 1975, MORTELMANS e c¢ol., 1986), de amostras atmosféricas
(HUGHES e col., 1980) e de amostras ambientais 1liquidas, tanto
efluentes industriais como de corpos d 4gua que os recebem (agua
de rios, lagos etc), além de agua tratada como mostra a revis#o

apresentada no item 2.5.
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2.3. PROMUTAGENOS

Os promutdgenos ou mutdgenos indiretos s#o substéncias que
ndo tem acdo "per se” sobre o DNA, mas apdés serem metabolizadas
no organismo, em especial de mamiferos, s#o convertidas em
compostos altamente reativos com 0 DNA. A maioria dos
promutidgenos sdo lipofilicos em pH fisioldgico e a excrecfo dos
mesmos pelos mamiferos necessita da sua convers3o em produtos
hidrofilicos. Na maioria das vezes essa biotransformac3o é um
processo de multiplos passos, catalizado por enzimas diferentes.
Essas reagdes de metabolizac8o sdo dependentes das mono-
oxigenases que estido localizadas em varios tecidos do corpo e
ficam nos microssomos das células e no envelope nuclear. Elas s3o
enzimas complexas e s#o conhecidas como citocromos pdS0 e pd48.
As reacdes que essas enzimas catalizam s#o varias, tais como
hidroxilac3o, dealauilac¢c8o, sulfoxidac8o, oxidacdo, desulfuracdo
e dehalogenacdo. Estudos tem demonstrado que o figado & o drgdo
mais rico nessas enzimas e o0s roedores sidn o0s mamiferos que tem
maior atividade das mesmas. (KAPPAS e ALVARES, 1975; WRIGHT,
1980).

Em alguns casos o sistema de metabolizac8o pode inativar
compostos mutagénicos tanto enzimaticamente como por ligacfes ao

acaso entre espécies moleculares dos compostos com essas enzimas

microssomais, tornando-os inativos ou menos ativos. (KAMRA e
col., 1983).

Consequentemente, é importante incluir homogenados de figado
de mamiferos ou humano nos ensaios “in wvitro", para a

metabolizac8o desses compostos. Este sistema € denominado mistura
58, e o0 seu uso fortalece o significado biolégico dos testes com
microrganismos (AMES e col., 1873). Como exemplos de promutégenos
podemos citar a aflatoxina B, a esterigmatocistina,

benzo[a]lpireno e os hidrocarbonetos policiclicos em geral.
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2.4. EXTRACAO ORGANICA DE AMOSTRAS DE AGUA

A maioria das amostras de 4gua, tanto tratada como nZo
tratada (bruta) contém baixas concentragdes de mnutédgenos para
deteccdo direta no teste de Ames (LOPER, 1980; GRABOW e col.,
1981a; e MEIER, 1888), tornando-se necessario o emprego de
métodos de extracdo e concentracdo para avaliac8o desses
compostos adequadamente.

Atualmente existe uma grande variedade de métodos de
concentragdo e/ou extracdo de mutdgenos a partir de grande
volumes de 4&gua, dentre eles podemos citar a liofilizacg#o
(FORSTER, 1984), a osmose reversa (KOPFLER e co0l.,1977), a
extracdo liquida/liquida (GRABOW e col., 188la) e a adsorcdo em
resinas tipo Amberlite XAD2 (estireno divinilbenzeno) ou outras
(DRESSLER, 1879). Esses dois dltimos métodos sio o0s mais
comumente utilizados, com especial é&nfase para as resinas XAD,
que, pela simplicidade da metodologia permite concentrar grandes
volumes de 4dgua com relativa facilidade.

0 manual da EPA - ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (1885),
que contém uma revisdo bastante complets dos diversos métodos de
extragcdo existentes, recomenda o uso de resina XAD=2, seguida de
eluic#o e concentrac8doc de 200 a 1000 vezes em solvente
biologicamente compativel, para a andlise de amostras de &agua
frente ao teste de Ames. Segundo o manual, essa resina € capaz de
extrair preferencialmente mutdgenos, além de ser um método
pratico, ridpido e permitir concentrag¢fes superiores a 200 vezes.
PELLIZZARI e c¢0l1.(1984) preparam um protocolo com o objetivo de
normatizar o procedimento de extracZo orgénica de amostras de
dgua, utilizando resinas XAD, e todas as condi¢Bes de eluigdo e

concentracéo foram estudados e padronizados pelos autores.
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2.5. ATIVIDADE MUTAGENICA DE AMOSTRAS DE AGUA DETECTADA ATRAVES
DO TESTE DE AMES.

PELON e col. (1877) analisaram através do teste de Ames 53
amostras de &4gua do Rio Mississipi de 6 locais diferentes,
durante 8 meses, sem concentrac#io. Dessas 53 amostras, 27 (51%)
apresentaram-se mutagénicas, e dessas 27, 15 necessitaram de
ativac8o metabdlica para se tornarem ativas. As cepas utilizadas
foram TA1535, TA1538, TA1537, TA1538, TA98 e TA100, sendo que a
TA1538 foi que forneceu mais respostas positivas. Os autores
também observaram variac#o sazonal da mutagenicidade. Nos meses
mais quentes (Agosto, Setembro e Outubro) houve aumento
significativo da atividade mutagénica. Nos meses de inverno e
primavera praticamente n#o foi observada atividade mutagénica nas
amostras analisadas. Segundo os autores uma possivel causa desta
observacdo seria que a temperatura mais baixa dos rios no inverno
reduz a atividade bioclégica do ecossistema, diminuindo assim a
mutagenicidade, ou devido as nevadas e chuvas do inverno, os
mutdgenos ficariam mais diluidos rio.

GLATZ e col. (1978) analisaram adgua bruta e tratada de 14
cidades nos Estados Unidos através do teste de Ames com as cepas
TA88, TA100, TA1535, TA1537 e TA1538 e observaram 43% de
mutagenicidade (amostras positivas e com indicios de
mutagenicidade) para as amostras de &dguas brutas analisadas,
sendo que a TA88 e a TA100 foram as cepas mais sensiveis.
Resultados similares foram observados para 4dgua tratada, porém, a
porcentagem de amostras positivas subiu para 80%, mostrando que o
tratamento com cloro aumentou a atividade mutagénica ja existente
nas respectivas amostras de &4gua bruta além de gerar novos
compostos mutagénicos.

CHEH e oco0l. (1980) estudaram mutagenicidade de dgua clorada
em laboratério concentrada em resina XAD4 através do Teste de
Ames. Os mutédgenos formados foram provenientes do processo de
clorac8o e a maior positividade foi observada com a TA1l00 na
auséncia de mistura S8. 0 ndmero de revertentes por litro
equivalente de amostra variou de 365 a 1318 para TA100 menos S9
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nos diferentes experimentos realizados. Apés tratamento da &gua
com sulfito (SO2), a mutagenicidade diminuiu aproximadamente 50%.
Os autores sugeriram gque o sulfito destruiu os mutigenos
presentes e que o uso desse composto pode ser uma alternativa no
tratamento de efluentes industriais ou 4gua de consumo
contaminadas com mutigenos.

DUTKA & SWITZER-HOUSE (1878) analisaram &guas do Lago
Ontario, &d4guas da 4rea do porto de Toronto e da Baia de Hamilton
no Canadéd, frente ao teste de Ames (TA1535, TAS98 e TA100). Das 28
amostras analisadas 15 (52%) apresentaram positividade, sendo que
13 foram detectadas pela cepa TA1535. As amostras foram testadas
sem concentracdo e concentradas 10 vezes em evaporador rotatdrio.

SAXENA & SCHWARTZ (1979) analisaram a presenca de mutdgenos
em 4&dgua reciclada, através do teste de Ames (TA100, TA1535 e
TAS8). As smostras sé apresentaram-se positivas para a TA100Q na
auséncia do sistema de metabolizacdo enzimatica, sendo que a
presenca do sistema reduziu a mutagenicidade.

SCHWARTZ e col. (1878) mostraram que o sistema de
distribuic8o de 4gua através da tubulagZo gerou mais atividade
mutagénica detectada através da cepa TA100 na auséncia da mistura
89, que a jad existente na dgua tratada do Rio Ohio, EUA.

NESTMANN e col. (1979) observaram atividade mutagénica em
extratos orgénicos de &dgua do lago Ontario antes e apéds o
tratamento com cloro utilizando o teste de Ames (TAS8 e TA100).
Os resultados obtidos mostraram que a adic8oc da mistura nio
alterou a mutagenicidade dessas amostras, e que, a mutagenicidade
aumentou apds o tratamento. Também foi observado maior atividade
mutagénica das 4guas tratadas no ver#io e inicio de outono, o que
segundo os autores parecia ser devido a intensificacdo do
tratamento, necessédria em decorréncia do aumento da populac¥o
microbiana do rio, causada pela elevac#do da temperatura da agua.

VAN KREIJL e coir. (1980) avaliaram véarias amostras de &gua
do Rio Rhine e Meuse na Holanda usando o teste de Ames (TAS98,
TA100, TA1538 e TA1535). As amostras foram positivas
principalmente para a TA98 na presenca de mistura S8, indicando

que a maioria dos mutdgenos presentes eram do tipo "frameshift"” e
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eram indiretos. A mutagenicidade pode ser detectada a partir de
50 mL de agua "in natura".

GRABOW e col. (1980) analisaram efluentes origindrios da
area residencial de Pretoria e Kempton Park, dguas do Rio Vaal e
dgua de consumo de Pretoria na Africa do Sul, frente ao teste de
Ames. As 3 amostras do Rio Vaal analisadas foram positivas para
as cepas TA98, TA100, TA1537 e TA1538'na presenca e auséncia de
mistura S9, porém, os maiores valores de razdo de mutagenicidade
foram para a cepa TA98, indicando a prevaléncia de mutégenos que
causam deslocamento do quadro de leitura nessas amostras. Das S
amostras de dgua tratada somente 2 apresentaram-se mutagénicas e,
dos 4 efluentes testados de cada ponto, +todos apresentaram
mutagenicidade em peloc menos uma das cepas testadas.

MARUOKA & YAMANAKA (1880) analisaram agua de um lago poluido
com despejos municipais e de atividades agricolas; &gua do Rio
Katsura contaminada com residuos industriais, municipais e de
atividades agricolas, e &gua subterrénea, teoricamente né#o
poluida, frente ao teste de Ames utilizando as cepas TA98 e
TA100. Somente a agua do Rio Katsura apresentou mutagenicidade
frente a cepa TA98 com e sem S9, sendo que a mutagenicidade
aumentou com S9. Apdés o tratamento com cloro dos trés tipos de
dgua analisados somente a &4gua subterrénea nio apresentou
mutagenicidade. Além disso, a mutagenicidade foi maior na &gua
tratada oriunda do rio, mostrando que o processo de tratamento
aumentou a atividade mutagénica ji presente nas amostras.

LOPER (1980) em sua revis3o sobre mutagenicidade em agua
tratada pode concluir que para TA100 o nimero de revertentes por
litro de dgua "in natura” variou nos diversos trabalhos
analisados de 20 a 2000 e a mutagenicidade geralmente diminuia na
presenca de S3. Novamente LOPER (1984) sugeriu que a
mnutagenicidade dependente da frac#o microssomal (prémutagenos ou
mutdgenos indiretos) tanto em &4gua tratada como 4gua bruta
provavelmente se origina de fontes industriais ou da agricultura.
A mutagenicidade que decresce na presenca de S9 em dgua tratada
(com a cepas TA98 e TA100 ou somente com a TA100) parece ser
proveniepte exclusivamente do tratamentoc com cloro de &Aguas
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brutas sem atividade mutagénica. Observacdo semelhante foi feita
por DOUGLAS e col. (1988) ao estudarem atividade mutagénica de
extratos de 4gua tratada com cloro proveniente de Agua bruta nao
mutagénica dos Grandes Lagos do Canadi.

GRIMM-KIBALO e <col. (1881) estudaram durante um ano,
amostras mensais de dgua bruta e tratada, do reservatdério de Des
Moines, em Iowa, EUA, frente ao teste de Ames com as cepas TAS98 e
TA100. A atividade mutagénica observada tanto nas amostras de
agua bruta como tratada variou nas diversas estagles do ano,
tendo sido maior durante a primavera e ver#dp diminuindo no outono
e inverno. Os autores atribuiram esse aumento de atividade na
primavera e ver#io a4 contaminacdo causada pelo carreamento de
substéncias utilizadas na agricultura, e também, pela lixiviac#o
causada pelas fortes chuvas gque ocorrem nessa época do anoc. A
maior atividade mutagénica foi observada na amostra coletada em
abril durante um periodo de inundac#o. Além disso, com relacdo a
dgua tratada, a elevacdo tanto ‘da temperatura como da
concentracdoc de compostos orgfnicos na Agua bruta poderiam
aumentar a formac3o de compostos halogenados durante os processos
de cloracéo.

A atividade mutagénica detectada pelos autores variou de
aproximadamente 1 a 10 revertentes por litro equivalente de &gua
bruta e foli considerada baixa pelos autores.

FLANAGAN E ALLEN (1881) analisaram o potencial mutagénico de
amostras do Lago Michigan, do Rio Calumet e do Rio Fox na cidade
de Chicago, EUA, através do teste de Ames. O ndmero de
revertentes por litro para TA1538 foi de 2 a 3,2 para o Lago
Michigan, 980 para o Rio Calumet e 14 para o Rio Fox, e foi
observado também que a mistura S9 reduziu a mutagenicidade das
amostras analisadas.

GRABOW e col. (1981b) estudaram a mutagenicidade de &4gua
tratada de Pretoria na Africa do Sul, através do teste de Ames e
concluiram que o aumento de mutagenicidade observado na &dgua
tratada na primavera era devido ao aumento de precursores de
nutdgenos nas 4dguas do rio Vaal, causado tanto pelas chuvas

intensas comuns nessa estac#o do ano, como pelo maior crescimento
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de algas no rio devido ao aumento de temperatura das aguas.

KINAE e col. (1881) coletaram amostras de sedimento da costa
do Oceano Pacifico nas cidades de Shinguu, Qoigawa e Tagonoura e
apés extracdo orgénica, avaliaram os extratos obtidos frente ao
teste de Ames. Os autores obtiveram resultados positivos para as
cepas TA98, TA100 e TA1537 e identificaram as seguintes
substéncias que tinham atividade mutagénica: 2,4,8-triclorofenol,
3,4,5,6-tetracloroguaiacol, 4cidos dehidroabiético, pireno e
fluoranteno.

KOOL e col. (1882) analisaram 4gua tratada de 18 cidades de
Holanda, e 13 delas, apresentaram atividade mutagénica detectada
através do Teste de Ames com as cepas TA98 e TA100. Os autores
testaram extratos orgénicos obtidos através de concentracdo em
resina XAD4 e XADa e o efeito dose resposta pode ser observado
entre as doses de 0,5 a 3 litros de &4gua equivalente.

MARUOKA & YAMANAKA (1982) estudaram a mutagenicidade das
aguas do rio Katsura na cidade de Kyoto, Jap#o, através do teste
de Ames (TA1535, TA1538, TA98 e TA100) mensalmente, durante
setembro a dezembro de 1980. A extrac8o foi feita com resina XAD=2
e eluicdo com dietileter. A mutagenicidade fni detectada com a
cepa TAS98, especialmente na presenca de mistura S9. As cepas
TA1535 e TA1l00 n#Zo apresentaram ou apresentaram fraca resposta
frente aos extratos analisados. O estudo envolveu fracionamento
da amostra e a fracdo neutra fol responsédvel por praticamente
toda a atividade mutagénica.

DE MARINI e col. (1982), avaliando 4gua bruta e tratada do
Lago Bloomington, em Illinois, EUA, através do teste de Ames
utilizando a cepa TAS8 e TA1l00 e d4gua concentrada 3000 vezes com
resina XADz2, observaram mutagenicidade tanto na dgua bruta como
dgua tratada para as duas cepas.

MARTINS e c0l.(1982) analisaram amostras de 4gua tratada,
bruta e esgoto procedentes da regifio da Grande S3o Paulo frente
ao teste de Ames (TA98, TA100, TA1535 e TA1538) e observaram que
20% das amostras de 4dgua tratada, 44,1% das de 4gua bruta e 64,3%
das de esgoto apresentaram-se mutagénicas. Além disso a maioria

das respostas positivas foi para a cepa TA98 1indicando a
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prevaléncia de mutidgenos que causam deslocamento do quadro de
leitura do DNA. Com relacsno & resposta na presenca ou auséncia de
mistura S99, foi observado que a maioria dos mutigenos presentes
na &agua bruta tinham ag¢#o direta sobre o DNA e apresentavam a
mesma resposta na presenca da fracio.

NESTMANN e col. (1983) testaram amostras de 30 estacles de
tratamento de dgua do Canadd, frente ao teste de Ames utilizando
as cepas TAS8 e TA100. Os autores puderam concluir que a mistura
S9 em nenhum caso aumentou nem foi responsavel pela atividade
mutagénica; houve diferenca entre a atividade mutagénica no verdo
e no inverno mostrando a necessidade de monitoramento em ambas as
estacSes; a cepa TA100 foi mais sensivel para detecgdo de
mutagenicidade da dgua tratada. Através de andlise quimica, eles
observaram gque alguns dos compostos mutagénicos encontrados na
dgua tratada jé estavam presentes na 4gua bruta, e outros foram
gerados durante o tratamento.

ATHANASIOU & KYRTOPOULOS (1983) estudaram extratos
orgénicos de dgua clorada das cidades de Atenas e Patras na
Grécia através do teste de Ames (TAS8 e TA100). Das 7 amostras
analisadas durante B8 meses todas apresentaram mutagenicidade
frente as cepas usadas, mas as de Atenas foram mais mutagénicas.
Os auntores sugerem gque a principal causa desse aumento seja a
contaminaco maior da #4gua bruta de Atenas com poluentes de
origem agricola, que interagindo com o cloro formariam mutégenos,
tendo em vista que Agua de Patras € de origem subterrénea e,
consequentemente, menos poluida.

MEIER e col. (1983) estudaram a genotoxicidade dos compostos
formados pela reac#io do cloro com os dcidos himicos, através do
teste de Ames (TAS88, TA100, TA1535, TA1537 e TA1538) . As
amostras foram positivas para todas as cepas, porém foi fraca
para a cepa TA1535. A adic#io da mistura S9 causou uma diminuigdo
da mutagenicidade frente a todas as cepas, indicando a inativacg#o
dos mutdgenos diretos presentes na amostra. Os dcidos hdmicos
antes do processo de clorac#o ndo apresentaram mutagenicidade nem
na presenc¢a nem na auséncia de mistura S9.

SATO @ ool. (1983) analisaram o sedimento do Rio Nagara no
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Jap8o através do teste de Ames (TASR e TA100). Utilizaram
extratos fracionados e, observaram que a mutagenicidade estava
associada principalmente aos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs).

FORSTER (1884) analisou amostras de 4gua bruta e tratada
provenientes de 16 estagdes de tratamento que utilizavam
diferentes fontes de 4dgua, tanto subterrinea como de superficie.
A concentracdo das amostras foi feita por liofilizacdo. A maiorisa
das amostras de Agua bruta apresentaram mutagenicidade para a
TA98 e TA100 no teste de Ames modificado (teste de flutuacio
utilizando as cepas do teste de Ames). Apds o tratamento essas
dguas continuaram apresentando atividade mutagénica frente as
duas cepas, e os mutidgenos detectados tinham atividade direta,
n#o necessitando de ativacdo metabdlica. Na maioria dos casos a
mutagenicidade foli atenuada pela presencga do sistema de
metabolizacdo. _

VARTIAINEN & LIIMATAINEN (1986) estudaram a mutagenicidade
de 48 amostras de dgua tratada e dgua bruta da cidade de Kuopio
na Finlandia, através do teste de Ames (TAS8 e TA100). Os autores
observaram, apds andlise de regress#fo linear, que a agua bruta
apresentou fraca mutagenicidade, em média 300 revertentes por
litro, jd a dgua tratada apresentou em média 1700 revertentes por
litro para a TA100 na auséncia de mistura 589, mostrandoc que o
tratamento aumentou a mutagenicidade jé& presente na 4agua.
Conclusdo semelhante jéd havia sido feita por MARUOKA & YAMANAKA
(1983), em seu trabalho com 4gua clorada proveniente do rio
Katsura, cujos resultados os levaram a concluir que a cloracéo
produziu substfncias mutagénicas “de novo" e/ou aumentou a
mutagenicidade ja presente na agua antes do tratamento.

VARGAS e col. (1988) analisaram efluentes industriais e agua
do rio Cai em pontos sob influéncia do complexo industrial
petrogquimico do Rio Grande do Sul, através do teste de Ames. O
método utilizado foi o direto, sem concentracfo com volume méximo
de 2 mL de 4gua por placa. Os autores observaram resultados
positivos para TA98 e TA100 com e sem ativac¥o metabélica tanto
para os efluentes industriais como para as amostras do Rio Cail.
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Na maioria das amostras positivas do Rio Cai, a mutageninidade
foi somente observada na auséncia da mistura S99, tendo sido
eliminada pela adic#io da mistura S8, indicando a presenca de
mutdgenos nessas Adguas que s#do detoxificados pelo S9.

GUTTMAN-BASS e col. (1987) estudaram a mutagenicidade do
Lago Kinnereth em Israel através do teste de Ames (TAS8, TA100 e
TA104) e do ensaio de Bioluminescéncia BLT, usando Photobacterium
fisheri (¥Yibrio fisheri). Os ensaios foram realizados somente sem
ativac#o metabdlica. Os autores observaram positividade para a
cepa TA104 do teste de Ames e para P. fisheri.

MEIER (1988) em uma revisdo sobre genotoxicidade em adgua de
consumo (tratada) concluiu que a fonte dos compostos genotdxicos
pode ser tanto proveniente da Agua bruta contaminada, ou daqueles
gerados durante o tratamento, principalmente os oriundos da
reacdo dos 4cidos hlGmicos presentes na 4gua bruta com o cloro,
cuja producdo se intensifica na rede de distribuicdo, devido ao
maior tempo de contacto.

SANCHEZ e col. (1988) avaliaram corpos d 4gua receptores e
efluentes industriais da regi3o do ABC e Barueri da Grande S&o
Paulo usando o teste de Ames. Dos 20 corpos d dgua estudados da
regifio do ABC, 20% apresentaram atividade mutagénica frente ao
teste de Ames, e para Barueri, dos 6 corpos d 4gua analisados,
17% apresentaram positividade.

Com relacso as andlises quimicas feitas em amostras de &gua
bruta e correlac#dio com atividade mutagénica, podemos citar alguns
trabalhos que ilustram essa relac#o.

WILLIAMS e col. (1982) analisaram amostras de 4gua de 12
estacBes de tratamento dos grandes lagos do Canadéd, frente ao
teste de Ames e obtiveram resultados positivos para 11 das
estacBes testadas. A andlise quimica dos contaminantes n&o
permitiu relacionar a presenca de grupos de compostos individuais
com a atividade mutagénica detectada. J4 o trabalho de NESTMANN e
col. (1983) mostrou correlac#o entre alguns compostos detectados
e a mutagenicidade observada. Alguns desses compostos mutagénicos
jé4 estavam presentes na agua bruta e ficaram mais prevalentes
apés tratamento como por exemplo, benzeno, etilbenzeno, tolueno e
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xilenos. Outros compostos foram provavelmente formados durante os
processos de tratamento como o 1,2-dicloroetano, 1,2-
dicloroetileno, cloroférmio, diclorometano e tetracloroetileno.

Com relacso a estudos feitos com efluentes industriais
podemos citar por exemplo o trabalho desenvolvido por RAPPAPORT e
col. em 1978, aonde os autores analisaram os efluentes de 6
plantas de tratamento de esgotos industriais e domésticos da &drea
de S&o Francisco, EUA, através do teste do Ames (TA98, TA100,
TA1537 e TA1535). Trés das seis estac®es de tratamento estudadas
apresentaram efluentes mutagénicos pelo menos uma vez e,
principalmente, os efluentes secunddrios e pds-secundérios. Com
uma excecdo, todas as respostas positivas Fforasm para a TA88 e
para TA1537 na presenca de mistura 58 e das duas cepas a TA98 foi
a mails sensivel. A atividade médxima observada foi de 210
revertentes/mg de extrato para a TAS8 mais S9.

DOUGLAS e col. (1880) estudaram a mutagenicidade de
efluentes de indistrias de papel e celulose utilizando o teste de
Ames (TA1535, TA100, TA1537, TA1538 e TA98). Os efluentes foram
testados primeiramente sem concentrac#o e em seguida concentrados
em resina XADz. Dos 24 efluentes analisados 12 (50%) apresentaram
atividade mutagénica. Em todos os casos a mutagenicidade foi
reduzida pela presenca de S9, mesmo sem os cofatores necessédrios
para as reac¢des enzimaticas, indicando gque essa reducg#o ndo
ocorreu por um pProcesso enzZimdtico. As cepas que mostraram maior
sensibilidade foram as TAS8 e TA100. Nesses efluentes foram
identificados vadrios compostos e, dentre eles, 3 com atividade
mutagénica, o 4&4cido neoabiético, o tetra e o pentacloropropeno,
os quais respondem similarmente em relac#o &4 presenca de 59.

KAMRA e col. (1983) estudaram efluentes de indistria de
papel e celulose frente ao teste de Ames (TA98, TA100, TA1535,
TA1537 e TA1538). Os efluentes foram positivos para a TAS98, TA100
e TA1535 e fol possivel observar respostas positivas desde 50 ug
de extrato por placa. Outra observac#o feita pelos autores foi
que a presenca de S9 reduziu a mutagenicidade, e tanto a adig#o
da mistura 59 sem os cofatores, como a mistura S9 inativada pelo
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calor levaram ao mesmo resultado, ou seja, ocorreu a reduclo da
atividade mutagénica. Isto fez com que os autores concluissem que
a reducdio da mutagenicidade foi devida a uma reacdo n&o
enzimdtica, podendo ser atribuida a ligacBes ao acaso de espécies
moleculares presentes na amostra com as proteinas da mistura 59.

MCGEORGE e col. (1885) estudaram varias amostras de
efluentes industriais de diversas procedéncias frente aos teste
de Ames (TA98, TA1l00, TA1535, TA1537 e TA1538) e observaranm
respostas que variaram entre 0,17 a 111 revertentes por mL
equivalente de efluente para TA88 e 1,7 a 178 revertentes por mL
equivalente para TA100. Os autores concluiram que o teste tem
ampla utilizac#o no estudo de efluentes industriais constituindo-
se num instrumento de grande valia no monitoramento de amostras
ambientais.

A TABELA 2 resume os principais trabalhos realizados conm
Agua bruta, mostrando o local de coleta, o tipo de extracdo e/ou
concentracsio empregado, o solvente utilizado e o resultados
obtidos frente ao teste de Ames.



TABELA 2 - Resultados do teste de Ames e métodos de extragdo e concentracdo

utilizados por diversos autores na avaliagdo de mutagenicidade de agua bruta.

AUTORES LOCAL EXTRACAD/ SOLVENTE(S) RESULTADQS DO
CONCENTRACZO TESTE DE AMES
PELON e col. Rio Mississipi ne* ne +
(1977) EUA
DUTKA e SWITZER- Lago Ontario evaporador ne +
HOUSE (1978) Canada rotatdrio
GLATZ e col. Varias cidades XAD2 e car- dietileter +
(1978) EUA vin ativado
NESTMANN e col. Rio Otawa XAD2 hexano e +
(1979) Canada acetona
MARUCKA e Rio, Lago e agua ligquida/
YAMANARA (1880) subterranea liguida dietileter +
Japdo
VAN KREIJL e col. Rio Rhine XAD4a/XADa DMSO +
(1880) Holanda
GRABOW e col. Rio Vaal liquida/ diclorometano +
(1980 e 1981b» Africa do Sul liquida
FLANAGAN e Lago Michigan, Rios XAD2 dietileter +
ALLEN (1881) Calumet e Fox - EUA e metanol
GRIMM-KIBALO Reserv. DeMoines XAD4 dietileter +
e col. (1981) EUA e metanol
DE MARINI e col. Lago Bloomington XAD2 acetona +
(1982) EUA
MARTINS e col. Rios da Grande evapor. rotat. ne +
(1882) S#@o Paulo e membr. filt.
MARUOKA e Rio Katsura XAD2 dietileter +
YAMANAKA (1982) Japao
FORSTER (1884) Reservatdérios liofilizacén metanol +
Inglaterra e ultrason.
ROOL e VAN Rio Rhine e Meuse XAD4a/XADsa DMSO/acetona +
KREIJL (1984) Holanda
DOUGLAS e col. Grandes Lagos XAD2 hexano e -
(1988) Canada acetona
LLAGOSTERA e col. Rio Llobregat carvéo eter/metanol -
(1986) Bélgica ativado
PAULUSSEN e col. Rio Yser XAD2 acetona e +
(1986) Bélgica dietileter
VARTIAINEN e Varios rios liquida/ diclorometano +
LLIMATAINEN (1986} Finlandia liquida
GUTTMAN-BASS e Lago Kinnereth XAD2 n#n consta +
col. (1887) Israel
SANCHEZ e col. Rios da Grande liquida/ diclorometano +
(1888) S3ao Paulo liquida
VARGAS e col. Rio Cai ne ne +
(1988) Rio Grande do Sul

* ne néo empregado
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3. MATERIAL E MRTODOS

3.1. SELECAO DA AREA DE ESTUDO

A &drea selecionada para estudo foi o sudeste do Estado de
S#8o0 Paulo, que apresenta problemas de poluic8o de suas &4guas
superficiais principalmente devido ao despejo de efluentes
industriais sem tratamento adequado e, do uso abusivo de
pesticidas e praguicidas utilizados na agricultura que podem ser
carreados pela chuva contaminando os corpos d agua.

Foram escolhidos 13 pontos de <coleta, pertencentes a 11
corpos d d4gua do Estado de S3Eo Paulo. Todos os pontos estudados
sdo locais onde a 4gua ¢ utilizada para abastecimento publico das
cidades vizinhas e, apresentam variado grau de poluic3do, tanto de
origem industrial como doméstica. Alguns pontos considerados nao
poluidos foram também incluidos. Na Figura 1 podemos observar o
mapa do Estado, com a localizag¢dn dos pontos estudados.

Cada ponto de coleta foi identificado por um co6digo 2 a
descrig3o dos pontos e suas caracteristicas, serdo detalhadas a
seguir. Além da descricdn, foi apresentadoc o enquadramento de
cada ponto no sistema de classificac3do de Aguas, segundo CETESB
(1989), com base na- resolugdo federal CONAMA 20 de 18/06/86
(BRASIL, 1886). Esta resolucdn classifica as 4guas doces do
territério nacional em 5 classes de acordo com 0O uso
preponderante a ser dado a suas 4guas. Os pontos de coleta
estudados pertencem a 3 delas:

Especial: Destinam-se ao abastecimento piblico sem prévia ou
simples desinfecc3o e & preservaciio do equilibrio natural das
comunidades aquaticas.

Classe 2: Destinam-se ao abastecimento doméstico apos
tratamento convencional, & proteg¢#o das comunidades aquaticas,
4 recreacdo de contacto primario, A irrigacdo de hortalicas e
plantas frutiferas, e a criacédo natural ou  intensiva
(aquicultura) de espécies destinadas & alimentacdo.

Classe 3: Destinam-se ao abastecimento doméstico apds
tratamento convencional, &a 1irrigacso de culturas arbéreas,

cerealiferas e forrageiras, e & dessendentac®n de animais.
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Ponto 1

Cédigo: JM2050

Local: Represa Jugqueri

Classe Especial

Bacia Hidrogréafica: Tieté Alto - Zona Metropolitana

Latitude: 23220°05°° Longitude: 46238°44" " Altitude: 750 m
Designag#io: Ponte Santa Inés sobre o reservatério Paiva Castro na
Rodovia que liga Mairipor# a Franco da Rocha na divisa entre seus
municipios.

Caracteristicas: Suas dguas abastecem o0 sistema produtor
Cantareira. A represa n#o sofre influéncia de nenhuma cargsa
poluidora industrial pois esta localizada em regi3o rural, isenta
de urbanizac3o.

Ponto 2

Cédigo: TE1040

Local: Rio Tieté

Classe 2

Bacia Hidrografica: Tieté Alto - Cabeceiras

Latitude: 23230747 " Longitude: 46009°56" " Altitude: 735 m
Designac®o: Ponte da Avenida Jodo XXIII (Vila Suica) em Mogi das
Cruzes (Captacdo de agua do SEMAE).

Caracteristicas: 0 bairro é altamente industrial e suas aguas

recebem descargas industriais principalmente do setor granjeiro.

Pontoc 3
Cédigo: TE2400

Local: Rio Tieté

Classe 2
Bacia Hidrografica: Tieté Médio inferior
Latitude: 22030°24°° Longitude: 48232°48°° Altitude: 430 m

Designag#o: Ponte a Jjusante da barragem de Barra Bonita, na

rodovia entre S3o Manoel e Jad no limite de municipio de Barra
Bonita e Igaracu do Tieté.



27

Caraocteristicas: A Unica fonte poluidora é a usina da Barra S/A
que lanca seus despejos no cérrego do Pau D Alho afluente do rio
Tieté a 100 metros a jusante do ponto.

Ponto 4

Cédigo: C02070

Local: Rio Cotia

Classe 3

Bacia Hidrogrédfica: Cotia

Latitude: 23232°16°° Longitude: 48251°46°° Altitude: 730 m
Designag#o: Na entrada do canal de captagcdo de agua para a
Estac8o de Tratamento de dgua (ETA) duv Baixo Cotia em S&do Paulo.
Caracteristicas: 0 rio recebe despejos de indistrias
alimenticias, de papel e quimicas além dos despejos domésticos da
cidade de Cotia.

Ponto 5

Cédigo: PA2087

Local: Rio Paraiba do Sul

Classe 2

Bacia Hidrogrédfica: Paraiba do Sul

Latitude: 23211°04°° Longitude: 45255712~ Altitude: 550 m
Designac#o: Pré6ximo ao local de captacdo de agua que abastece a
cidade de S#o José dos Campos.

Caracteristicas: O rio recebe despejos provenientes dos esgostos
domésticos de Jacarei e industriais de empresas de grande porte

como a Papel Sim#io e a I.C.I.

Ponto 8

Cédigo: PA2180

Local: Rio Paraiba do Sul

Classe 2

Bacia Hidrogrédfica: Paraiba do Sul

Latitude: 23204745 Longitude: 45242°33"° Altitude: 550 m
Designac#o: Ponte na rua do Porto que liga a cidade de Cacapava
ao bairro do Menino Jesus.
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Caracteristicas: As principais fontes poluidoras s3o os ntcleos

urbanos e industriais de ©S#o José dos Campos com atividades

quimicas, metalirgicas, téxtil e alimenticisa.

Ponto 7

Cédigo: CA2200

Local: Rio Capivari

Classe 2

Bacia Hidrogridfica: Capivari

Latitude: 22e057°23"° Longitude: 47217748 Altitude: 550 m
Designago¥o: Ponte que liga a cidade de Monte Mor a fazenda Acima.

Suas dguas s#o utilizadas para o sbastecimento publico da cidade
de Monte Mor apdés tratamento.

Caracteristicas: O rio recebe efluentes urbanos de Louveira e
Campinas e através do Ribeir#io do Pigarrio recebe despejos

industriais de porte como matadouros e indistria metaldrgica.

Ponto 8

Cédigo: EM1200

Local: Rio Embu Mirim

Classe 2

Bacia Hidrografica: Guarapiranga

Latitude: 23°043°14°° Longitude: 46047°07"° Altitude: 730 m
Designac#io: Na primeira ponte da estrada do M'Boi Mirim (SP214)
em S#o Paulo.

Caracteristicas: Suas dguas alimentam o reservatério de
Guarapiranga usado para abastecimento publico apés tratamento, e
recebe  despejos industriais e domésticos das cidades de

Itapecerica da Serra e Embu.

Ponto 8

Cédigo: GR2100

Local: Rio Grande ou Jurubatuba

Classe 2

Bacia Hidrogréfica: Billings

Latitude: 23244°35"° Longitude: 46224°11°° Altitude: 745 m
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Designag#io: Ponte da Av. Santo André (Rodovia SP122) na estrada
da cidade de Rio Grande da Serra.

Caracteristicas: A principal fonte poluidora é a indistria Eletro
Cloro S/A e em proporgées menores despejos da cidade de Rio
Grande da Serra onde situa-se uma fédbrica de adubos.

Ponto 10

Cédigo: PR2050

Local: Rio Paranapanema

Classe 2

Bacia Hidrogrédfica: Paranapanema Alto ,
Latitude: 23236°12°° Longitude: 48229°15°° Altitude: 590 m
Designacdo: Ponte da estrada que liga Campina do Monte Alegre a
Buri na divisa entre municipios de Angatuba e Buri.
Caracteristicas: As principais fontes poluidoras s#o os nicleos
urbanos da cidade de Itapetininga e a Indistria de Papel Papelok
S/A além de pequenas cargas poluidoras como engenho, laticinio e

fecularia de milho.

Ponto 11

Cédigo: MG2150

Local: Rio Mogi Guacu

Classe 2

Bacia Hidrogréafica: Mogi Guacu

Latitude: 21256738~ Longitude: 47219°06° " Altitude: 535 m
Designac¥io: Captacdio da Estac#o de Tratamento de dgua da Academia
de Forca aérea de Pirassununga.

Caracteristicas: O rio recebe os esgotos da cidade de Leme e da
cidade de ©S3o Jodo da Boa Vista através do rio Jaguari Mirim, e
também recebe cargas industriais de fédbricas de cola, curtume,
alimentos, engenho e indistria téxtil.
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Ponto 12

Cédigo: CR2500

Local: Rio Corumbatai

Classe 2

Bacia Hidrogrédfica: Piracicaba

Latitude: 22234°50°° Longitude: 47241°00"° Altitude: 480 m
Designac#o: Ponte ao lado da usina de Tamandupa na localidade de
Recreio em Piracicaba.

Caracteristicas: Suas Adguas recebem cargas poluidoras dos nuacleos

urbanos e industrias da cidade de Rio Claro e algumas usinas
localizadas ao longo do Rio.

Ponto 13

Cédigo: JA2800

Local: Rio Jaguari

Classe 2

Bacia Hidrogrédfica: Piracicaba

Latitude: 22040°45"° Longitude: 47016°38"° Altitude: 500 m
Designac#o: No rio Jaguari, 4,5 km a montante da confluéncia com
o Rio Atibaia na localidade denominada Quebra-popa em Americana.
Caracteristicas: ©Suas 4dguas s#8c utilizadas no abastecimento
piblico da cidade de Americana apés tratamento. As principais
fontes poluidoras s#o os esgotos da cidade de Braganca Paulista,
Pedreira, Cosmépolis e grande variedade de indistrias lancam seus
efluentes nesse rio, apesar da maioria n#o estar na zona de
influéncia do ponto de amostragem.
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3.2. Amostragem

Foram colhidas e analisadas 75 amostras de corpos receptores
quanto a presenca de atividade mutagénica. As coletas foram
feitas durante um ano, bimestralmente, de outubro de 1987 &
agosto de 1988.

As smostras foram colhidas pelo Setor de Operacgdes de Campo
(NPAC) e pelas unidades regionais da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB), através das coletas realizadas
para a Rede Béasica de Monitoramento de Aguas Interiores,
coordenada pelo Setor de Aguas Interiores (NPAI).

As amostras foram instantfneas e colhidas na superficie do
corpo d’'agua em recipiente de aco inoxidédvel. O volume coletado
foi de 12 1litros e, acondicionado em frascos de vidro de
borossilicato (Pyrex), especialmente lavados segundo CETESB
(1888a). As amostras, apdés o transporte, foram mantidas sob
refrigerac8o (4°C) e processadas dentro do menor prazo possivel,
normalmente de 24 a 72 horas, (FEDERAL REGISTER, 1373).

3.3. Preparo da Amostra

Como os poluentes mutagénicos se encontram diluidos nas
dguas superficiais, torna-se necessédrio um processo de extrac#io e
concentracdo, para que as amostras possam ser testadas frente a
ensaios microbianos.

A extracdo de compostos orgénicos presentes na dgua foi
feita através da adsor¢do em resina amberlite XAD= (ROHM and
HAAS, Pa, USA). Esta resina é um polimero de cardater hidrofdbico
denominado estireno-divinilbenzeno (DRESSLER, 1878).

A resina foi lavada antes do seu uso, em soxhlet com metanol
por 8 horas, sendo estocada também sob metanol conforme
PELLIZZARI e col. (1984).

Volumes de 10 ml de resina pré-lavada foram acondicionados
em colunas de vidro (buretas de 25 ml) de aproximadamente 1 cm de
didmetro contendo 13 de vidro também pré lavada com metanol, na
parte inferior da coluna.

Apés a lavagem da coluna montada com 150 ml de dgua

destilada, conectou-se frascos contendo 10 litros das amostras
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através de tubos de vidro por um sistema de sifonagem. Todas as
ligacées foram feitas com fita de teflon. A dgua passou através
da coluna num fluxo de aproximadamente 10 ml por minuto.

A eluic3o fol feita lentamente, com 12 ml de metanol e
200 ml de diclorometano previamente destilado (PELLIZZARI e col.,
1984). O eluido foi filtrado em 1% de vidro previamente lavada e,
para retirada da 4gua remanescente foi adicionado sulfato de
sé6dio anidro.

0 filtrado foi concentrado & vidcuo em evaporador rotatdrio
a 35¢C até S5 ml aproximadamente. O extrato concentrado foi
transferido para tubos de ensaio, seco completamente em fluxo de
nitrogénio gasoso e, ‘ressuspendido em 10 ml de dimetilsulfdéxido
(DMSO), de grau espectrométrico (SIGMA).

Controles negativos foram realizados no experimento,
utilizando-se dgua destilada ao invés da amostra, seguindo-se
exatamente a mesma metodologia descrita acima.

0 fator de concentrac#io do extrato Ffoi de 1000 vezes, de
maneira que cada ml de extrato correspondeu a 1 litro de amostra

"in natura".



33

3.4. MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

3.4.1 Meios de Culturs
3.4.1.1. Agar Minimo (AM)

a) Meio de Agar glicose

Bacto agar (DIFCO) 15,0 g
Glicose 20,0 g
Agua destilada 900 m1l

Apéds esterilizacio 0 meio foi estabilizado a
temperatura de 55 eC em banho maria.
b) Meio de Vogel Bonner "E" (10X)

Sulfato de Magnésio (MgS04.7H=20) 2,0 g
Acido citrico (CeHse07.H=20) 20,0 g
Fosfato de sédio e amonio (NaHNH4PO4.4H=20) 35,0 g
Fosfato de Potédssio dibdsico (Kz2HPO4) 100,0 g
Agua destilada 1,0 L
Apés esterilizac#o 0 meio foi estabilizado a

temperatura de 55 ©C em banho maria.
Misturou-se assepticamente 900 ml de meio agar glicose
e 100 ml de meio de Vogel Bonner "E" (10X), e distribuiu-se

volumes de 25 ml em placas de petri esterilizadas.

3.4.1.2. Caldo Nutriente

Cloreto de sédio (NaCl)(MERCK) 5,0 g
Lab lemco powder (0XO0ID) 10,0 g
Peptona 10,0 g
Agua destilada 1,0 L

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 4% ou HC1l 1IN. Para
placas de agar nutriente adiciona-se 15 g de bacto agar por
litro.

3.4.1.3. Agar de Superficie ("Top Agar")

Cloreto de Sédio (NaCl)(MERCK) 5,0 g
Bacto agar (DIFCO) 6,0 g
Agua destilada 1,0 L

Apdés estabilizac#o da temperatura a 55 ©C adicionou-se
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100 m1 de soluc8io de biotina e histidina 0,5 mM a cada litro de
meio.

3.4.1.3. Caldo de Soja e Triptona (TSB)

Fosfato de potédssio dibdsico (KzHPOa4) 2,5 ¢
Cloreto de sédio (NaCl) 5,0 g
Glicose 2,5 g
Peptona de soja 3.0 g
Triptona 17,0 g
Agua destilada 1,0 L

O pH foi ajustado para 7,3 + 1 com NaOH 4% ou HC1l 1N.

3.4.2. Solucgdes

3.4.2.1. Soluc#o de biotina e histidina 0,5 mM.
Dissolveu-se a quente 0,012 g de D-biotina e 0,011 g de
L-histidina em 100 ml de 4gua destilada. Apds autoclavagem a
solugdo foi estocada em refrigerador.

3.4.2.2. Solucdo de biotina 0,5 mM.
Dissolveu-se 0,012 g de D-biotina em 100 ml de 8gua
destilada. A solucgédo foi estocada em refrigerador apéds

autoclavagem.

3.4.2.3. Solug#io de histidina 0,5%.
Pesou-se 0,5 g de L-histidina e dissoclveu-se a quente
em 100 ml de &dgua destilada, apdés autoclavagem a solugdo foi

estocada em refrigerador.

3.4.2.4. Soluc#o de ampicilina
Pesou-se 0,08¢ de ampicilina e dissolveu-se em 10 ml de
hidréxido de sédio 0,02 N.
A esterilizagdoc foi feita por membrana filtrante de
0,22 um (MILLIPORE) e guardada em refrigerador em frasco escuro.
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3.4.2.5. Mistura 89

Cada 100 ml de mistura S9 foi preparada com a seguinte
composic#o:

Fracdo 58 (ORGANON - USA) 4,0 ml
Soluc#do de cloreto de potédssic (KCl) 0,4 M 1,0 ml
Solucdo de cloreto de magnésio (MgClz) 1,85 M 1,0 ml
Solucdo de glicose-B-fosfato 1 M 0,5 ml
Solucdo de NADP 0,1 M 4,0 ml
Tamp#o fosfato 0,2 M pH 7.4 50,0 ml
Agua destilada 38,5 ml

Esta solucdio foi preparada assepticamente e, tanto seus
componentes como a mistura final foram mantidos em banho de gelo-
dgua, até sua utilizac#o. Apdés 3 horas de preparc a mistura néo
utilizada era descartada.

Para o preparo da mistura S9 utilizou-se as seguintes
solucgodes:

a) Frac#o S8 (ORGANON TEEKNICA CORPORATION - USA)

Preparada a partir de microssomas de células de figado de
rato, induzido previamente com AROCLOR 1254, centrifugada a
8000 g e estocada em freezer & -70°C.

b) Soluc#o de cloreto de potédssio 1,65 M
Pesou-se 12,3 g de cloreto de potédssio (KCl) e dissolveu-se em

100 ml de 4gua destilada. Ap6s autoclavagem a solugfo foi mantida

em refrigerador.

¢) Soluc#io de cloreto de magnésio 0,4 M
Pesou-se 8,13 g de cloreto de magnésio (MgClz) e dissolveu-se

em 100 ml de 4gua destilada. Apés autoclavagem a solucdo foi
mantida em refrigerador.

d) Solucdo de glicosc-8-fosfato 1M

Pesou-se 2,821 g de glicose 6 fosfato e dissolveu-se em 10 ml
de 4gua destilada. A esterilizacdo foi feita por membrana
filtrante 0,22 um (Millipore) e estocada a -20eC.



e) Solug#io de NADP 0,1 M
Dissolveu-se 00,7654 g de B-nicotinamida adenina dinucleotidio
fosfato (NADP) em 10 ml de &4gua destilada. A esterilizac#o foi

feita por membrana filtrante 0,22 umn (MILLIPORE) e estocada a
-20eC.

f) Tamp#o Fosfato 0,2 M

Solugdo A
Fosfato de sddio dibdsico (Naz2HPOa) 2,84 g
Agua destilada 100 ml
Solug#o B
Fosfato de sdédio monobdsico (NaH2PQOa) 2,76 g
Agusa destilada 100 ml

Misturou-se 81 ml da solucfio A e 19 ml da soluc8o B e o pH foi

ajustado para 7,4 com a solugsic A ou com a B. Ap6és autoclavagen a
solugdo fol estocada em refrigerador.

3.4.2.8. Solucdo de azida sdédica

Pesou-se 0,005 g de azida sédica (NaNa), usando-se luvas
cirdrgicas e mdscara de protegdo contra pds téxicos, que foi
dissolvida em 10 ml de 4gua destilada esterilizada. Apéds
diluic%o de 1:10, a solucdo foi estocada a - 20°C e sempre
manipulada com cuidados especiais.

3.4.2.7. Soluo¥o de 2-acetilaminofluoreno

Pesou-se 0,001 g de 2-acetilaminofluoreno com oS mesmos
cuidados tomados no preparo da soluc#o acima e dissolveu-se em 10
ml de dimetilsulféxido. A soluc#o foi estocada a - 20 °C e sempre

manipulada com cuidados especiais.

3.4.2.8. Solug#o de cristal violeta
Foram dissolvidos 0,01 g de cristal violeta em 10 ml de &4gua

destilada. A solug8io foi estocada a temperatura ambiente.
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3.4.3. Substfincias adicionadas aos meios de cultura

Substéncias ng/litro
D-Biotina 0,66
L-Histidina 50,00
Ampicilina 25,20

3.4.4. Esterilizac#io e Incubacéo

Todos os meios de cultura e solugdes utilizadas neste
trabalho foram esterilizadas em autoclave a 121eC (1 atm) por 15
minutos a n#o ser quando especificado no item.

A esterilizacso da vidraria foi feita em estufa a 180°eC por
2 horas.

A incubac#o das placas foi feita em incubadora regulada a
350C, por 18 horas aproximadamente (“"overnight”) a menos gquando

especificado no item.
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3.5. LINHAGENS UTILIZADAS

Os mutantes de Salmonella typhimurium, TAS8 e TA1l00,
utilizados neste estudo s#o derivados da linhagem LT2. Foram
especialmente construidas e <cedidas pelo Dr. Bruce Ames da
Universidade de Berkeley, California.

A cepa TAS98 é auxotréfica para histidina, tem wuma mutac#o
no dene hisD3052 que codifica para a enzima histidinol
desidrogenase. A mutacso que ela contém é do tipo "frameshift -1"
e o alvo de reversd@n & o par C-G. Esta oepa detecta portanto
mutiagenos que causam deslocamento do gquadro de leitura do DNA
("frameshift”).

A cepa TAl100 é auxotrofica para histidina, tem uma mutacio
no gene hisG46 que codifica para a primeira enzima da biossintese
da histidina. A mutacfio que ela contém € uma substituic8o no
codon CTC (selvagem) para CCC (mutante), sendo portanto o alvo
para reversdo o par C-G. Esta cepa detecta portanto mutdgenos gque
causam substituicso de pares de base no DNA.

Ambas as cepas contém delec3c uvrB, plasmidio pEM101 (Ap*)
e a mutacgdo rfa.

A taxa de reversdo esponténea para TAS8 ¢é de 25 a 75
revertentes por placa e da TA100 de 75 a 225 revertentes por
placa (MARON E AMES, 1883).

Todas £5s5as caracteristicas genéticas foram avaliadas
durante o estudo (item 3.8), e s6 foram utilizadas nos ensaios as
coldnias que apresentaram as caracteristicas esperadas para cada

cepa.
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3.8. PREPARO DA PLACA "MASTER"

As cepas de Salmopnella typhimurjum foram armazenadas
permanentemente em nitrogénio liquido a -196eC, em ampolas com
0,8 ml de cultura e 0,1 ml de dimetilsulféxido (DMSO) como agente
crioprotetor.

As culturas para uso rotineiro foram mantidas em placas de
agar minimo com biotina, histidina e ampicilina, em geladeira e
foram denominadas placas "master”.

As placas "master” foram preparadas a cada dois meses e as
caracteristicas genéticas de cada cepa foram previamente
avaliadas como descrito abaixo.

Uma aliguota de cultura permanente foi inoculada em 30 ml de
caldo nutriente mais ampicilina e, apdés 168 horas de incubacio
("overnight"”) sob agitacdo de 150 a 170 rpm, estriou-se a cultura
em placas de agar- nutriente mais ampicilina. Apés incubag#o,
foram escolhidas ao acaso 10 colonias isoladas de cada cepa, e
estas, inoculadas em 5 ml de caldo nutriente mais ampicilina, uma
a uma.

Apdés incubacdo sob agitacdo, inoculou-se cada cultura na
forma de estrias grossas em placas de agar minimo mais biotina,
histidina e ampicilina, e ap6s incubac8o, as placas foram seladas
com parafilme e mantidas sob refrigerac#o. .

Cada cultura crescida nos 5 ml de caldo nutriente fol também
inoculada através de cotonetes esterilizados, em placas de agar
nutriente para verificac3o da mutacdo rfa, presenca de plasmidio
pKM101 e delegso de nuvrB.

3.86.1. Mutagc#o rfa
Colocou-se discos de papel de filtro de 5 mm de
didmetro embebido com 10 ul de soluc3o cristal violeta 1% no
centro da placa 1inoculada. Apds incubac3o, as cepas devenm

apresentar um halo minimo de inibic#o de 14 mm ao redor do disco.
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3.6.2. Plasmidio pKM101
Colocou-se um disco de papel de filtro embebido com 10 ul de
solucdo de ampicilina no centro da placa inoculada. Apés

incubac3o as cepas deveriam apresentar crescimento ao redor do
disco de antibidtico.

3.6.3. Delecdio uvrB

Metade de uma placa inoculada foi coberta com cartolina e
irradiada com l&mpada germicida (ultravioleta) de 15 watts a uma
disténcia de 33 cm por 8 segundos.

Apés incubac#on, as cepas 56 deveriam crescer na parte n#Ho
irradiada (coberta).

3.6.4. Taxa de revers#o espontfnea

A taxa de revers#3o esponténea foi avaliada inoculando-se
100 pl de cada cultura em 2 ml de top agar mantido em banho seco
a 45°C, e vertendo-se a mistura, apés homogeneizacsio, sobre uma
placa de agar minimo. Cada cultura foi inoculada em duplicata.

A taxa de revers#io espont8nea foil avaliada apdés 48 horas de
incubac3o e deveria estar dentro da faixa esperada para cada
cepa.

Dessas 10 culturas analisadas de cada cepa foram escolhidas
duas com as caracteristicas adequadas e delas, foram preparadas
culturas permanentes. As placas "master” correspondentes usadas
como indculo durante os ensaios.
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3.7. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

As culturas das cepas TA98 e TA100 foram inoculadas com alca

de platina em 30 ml de caldo nutriente, utilizando-se as placas

"master"como fonte de indculo. Apds crescimento, as culturas foram

mantidas sob refrigerac#o até o momento do teste.
Aos tubos de ensaio, contendo 2 ml de agar de superficie
("top agar”), previamente fundido e mantido & 45°C em banho seco,

foram adicionados volumes de 200, 100, 50 e 25 1wl da amostra, 100

ul de cultura de cada cepa e para o ensaio na presenca de

ativacdio metabdlica, 500 ul da mistura S8. Ap6s homogenizacdo em
agitador tipo “vortex”, o conteddo do tubo foi vertido em placas
de agar minimo (Ver esquema na Figura 2).

Os testes foram feitos em triplicata apds incubacio de 72
horas (para as campanhas de outubro e dezembro) e 48 horas (para
as campanhas restantes).

0 ndmero de revertentes por blaca foi ent#io avaliado
utilizando-se um contador automdtico de coldnias Biotran II (New
Brunswick, USA).

Paralelamente a cada ensaio foi feito o controle negativo,
inoculando-se 200 pl do extrato de Agua destilada, preparado
conforme item 3.3, também em triplicata.

Também foi feito o controle positivo do ensaio utilizando-se
substéncias conhecidas como mutagénicas, 2-acetilaminofluoreno
(2AAF) na concentracsio de 5 a 10 ug por placa para a cepa TASS

com S9 e azida sddica na concentracso de 2,5 a 5 ug por placa
para a cepa TA100 sem S9.
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3.8. INTERPRETACAO E AVALIACAO DOS RESULTADOS

0 numero de revertentes por placa de uma determinada cultura
do teste de Ames quando ensaiada c¢com o controle negativo, é a
taxa de revers#fo espontfnea esperada nas condigdes do ensaio. Ao
tratarmos essa mesma cultura com doses crescentes de um agente ou
mistura de compostos com atividade mutagénica, o nOGmero de
revertentes por placa aumenta, proporcionalmente ao aumento das
doses de exposic#o, até um platd, aonde as doses aplicadas s&o
letais para as células por causarem excesso de danos ao DNA ou,
pela ac#o de outros compostos téxicos presentes na amostra.

Espera-se portanto uma relacfio dose resposta entre o ndmero
de revertentes por placa e as doses de uma amostra com atividade
mutagénica. Obviamente, como a amostra utilizada nos experimentos
€ uma mistura complexa, poderd conter além de mutégenos,
compostos que sejam téxicos por outras vias, comprometendo em
alguns casos a linearidade dessa relacio.

Essa relacfio dose resposta foi estudada estatisticamente por
MYERS (comunicacgcfo pessoal) e pode ser enquadrada em pelo menos 4

modelos:

MODELOCS

I) Constante

v 4

»V

II) Linear simples

YZax+b

<V



44

ITI) Lintoxl (Linear atenuado por toxicidade exponencial simples)

v 4 )

Yzlax+b) X

>
X

IV) Lintox2 (Linear atenusado por toxicidade exponencial a segunda
poténcia)
Y 4

_ 2.
Y=(ax+b) T2 X

>y

Aonde:
{( X ) representa as doses testadas
( Y ) representa a média do nimero de revertentes por placa
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Os modelos II, III e IV indicam que h&d atividade mutagénica
na amostra. O modelo I, indica amostra negativa.

Os resultados dos ensaios realizados neste trabalho foram
expressos em namero de revertentes por ml ou 1litro de 4gua “"in
natura” analisado. Para o cdlculo deste valor, utilizou-se a
parte linear da curva dose resposta obtida para cada cepa em cada
ensaio.

Também foi calculada a raz#io de mutagenicidade (RM) para
cada dose analisada, que é a média do nimero de revertentes na
placa teste (espontfineos e induzidos) dividido pela média do
nimero de revertentes por placa do controle negativo
(esponténeos).

Considerou-se uma amostra como positiva quando a raz#o de
mutagenicidade (RM) foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma das
doses ensaiadas e houve efeito dose resposta, isto é, os dados se
enquadraram ou no modelo II, III ou IV. Quando o RM n#o atingiu
valor 2,0 mas a amostra apresentou relac#io linear (modelo II)
entre as doses e o nimero de revertentes por placa, ou vice
versa, considerou-se que a amostra apresentou indicios de
mutagenicidade. Este critério é similar ao utilizado por MCGEORGE
e col. (1885).

Para as andlises de variéincia e ajuste dos dados aos
modelos, utilizou-se o programa denominado SALMONEL, elaborado
por MYERS e por ele também gentilmente cedido.

0 programa se baseia no seguinte fluxograma (figura 3):
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l ENTRADA \
}

TESTA POSITIVIDADE DA
DOSE RESPOSTA E CALCULA

‘ 0S DADOS SE AJUSTAM \ SIM - 0S PARAMETROS /
modelo LINEAR? | i i
NAO E SAIDA !
l A
SIM SELECIONA MODELO, TESTA
MODELOS LINTOX 1 > POSITIVIDADE DA DOSE
OU LINTOX 2 RESPOSTA E CALCULA 0S
= PARAMETROS
NAO
TRUNCAGEM TIPO BERNSTEIN
CALCULO POSSTVEL? SIM . .TE?TE DA DOSE RE?POSTA
. CALCULO DOS PARAMETROS
NAO l
ANALISE DE VARIANCIA
TESTE MODELO DE ERROS AO ~ SAIDA
ACASO X MODELO CONSTANTE
Figura 3 - Fluxograma de analises dos dados do Teste de Ames de

acordo com o programa Salmonel.
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Quando nenhum destes modelos adaptou-se aos dados, o
programa ainda utiliza um recurso que ¢é uma variag8io do modelo
linear, denominado truncagem tipo Bernstein (BERNSTEIN e col.,
1982), que consiste na retirada de uma ou mais doses da andlise
usando somente os resultados que se encaixam no modelo linear.
Convém ressaltar que os resultados obtidos dessa maneira devem
ser encarados com muito cuidado.

Observando-se a saida do programa podemos verificar os
resultados das andlises estatisticas expressos em probabilidade
(P) ou (p):

a) Para ANOVA (andlise de varifnica - teste F) - Valores de (P)
menores ou iguais a 5% indicam diferenca significativa entre as

médias do nimero de revertentes nas diferentes doses testadas.

b) Para o MODELO MAIS ACEITAVEL - Valor de (p) indica a
probabilidade de ajuste ao modelo mais adequado. Para os casos
onde o programa n#o encontra nenhum modelo aceitavel (isto €
todos os modelos apresentam (p) < 5%), o programa s6 Iimprime o
resultado da andlise de varifncia.

c) Para o teste de POSITIVIDADE DA DOSE RESPOSTA - Valores de (P)
menores ou iguais a 5% indicam gque hd inclinac3o positiva na

origem da curva calculada.

0 programa também calcula alguns parémetros, como a
inclinacdo da reta da parte linear «da curva dose resposta. Esse
valor corresponde ao nimero de revertentes induzidos por ml de
dgua analisado. Outros par@metros que s#o apresentados em seguida
s#do o erro padrdo e o intervalo de confianca (80%).

Devemos ressaltar porém, que esses parfmetros somente s#o
levados em considerac#o quando existe diferenca entre as médias
do nimero de revertentes nas diferentes doses testadas (P menor
ou igual a 5%), e quando ha inclinac#o positiva na origem da

curva dose resposta (P menor ou igual a 5%).
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DO TESTE DE AMES PARA CADA CORPO D AGUA ESTUDADO.

REPRESA JUQUERI

PONTO 1 - JM2050

As Adguas da Represa Juqueri ndo apresentaram mutagenicidade
em nenhuma amostra analisada durante o periodo de Outubro de 1987

a Agosto de 1988. Os resultados est#o agrupados na Tabela Al do
Apéndice.

~

RICQ TIETE

PONTO 2 - TE1040

A amostra do Rio Tieté - TE1040 do nés de abril de 1888
apresentou indicios de mutagenicidade com a cepa TAS8 na auséncia
de mistura S8 e positividade na presenca de S8, indicando
portantoc a presenca de mutdgenos gque causam deslocamento do
quadro de leitura cuja ac#o foi aumentada apds metabolizacg#o pela
mistura S9. OQu estariam presentes tanto mutdgenos diretos, como
outros indiretos que foram ativados pelo S9. As amostras dos
demais meses n#o apresentaram atividade mutagénica. Os resultados
obtidos no teste de Ames est#on reunidos na tabela A2 do Apéndice
e resumidos na figura 4.
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Figura 4 - Resultados do Teste de Ames para o Rio Tieté - TE1040.

PONTO 3 - TE 2400

A amostra do Rio Tiete - TE2400 do més de fevereiro de 18987
apresentou atividade mutagénica frente a cepa TA98 na auséncia de
S9 porém na presenca de S9 a mutagenicidade n8o foi mais
detectada sugerindo que houve inativac3do dos mutigenos presentes.
Os mutdgenos detectados no més de fevereiro causam deslocamento
do quadro de leitura. A amostra do més de Jjunho apresentou
indicios de mutagenicidade com a cepa TA100 somente na presenca
de mistura S8, indicando a presenca de mutidgenos indiretos que
causam substituic3o de pares de bases.

As amostras dos meses restantes n3o apresentaram atividade
mutagénica. Os resultados do teste de Ames est3o na tabela A3 do
Apéndicg e foram resumidos na figura 5.
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Figura 5 - Resultados do teste de Ames para o Rio Tieté - TEZ400.
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RIO COTIA
PONTO 4 - C02070

A amostra do Rio Cotia do més de agosto de 1988 apresentou
indicios de mutagenicidade somente na auséncia da mistura S9 com
a cepa TA98 sugerindo a presenca de mutdgenos gque causam
deslocamento do quadro de 1leitura e gque s#o inativados pelo
sistema microssomal. As amostras dos demais meses n#3o
apresentaram mutagenicidade. 0Os resultados se encontram na tabela

A4 do Apéndice e estdo resumidos na figura 8.

RIO COTIA
C02070
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+ positivo -/+ indfcios

Figura 6 - Resultados do teste de Ames para o Rio Cotia - C02070.
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PONTO 5 - PA2097

Todas as amostras analisadas do Rio Paraiba do Sul no ponto
PA2097 apresentaram atividade mutag@nica com excessio do més de
agosto de 1988. A amostra de outubro apresentou atividade

mutagénica frente a cepa TAS8 na presenca e auséncia de 89,

indicando portanto a presenca de nutigenos Qque causam
deslocamento do quadro de leitura cuja acdao foi ligeiramente
aumentada pela presenca do sistema de metabolizacdo ou outros
mutdgenos indiretos presentes que foram ativados pelo S8. Esta
amostra também apresentou indicios de mutagenicidade frente a
cepa TA100 somente na presenca de mistura S99, indicando a
presenca de mutidgenos indiretos que causam substituicdo de pares
de bases. A amostra do més de dezembro apresentou indicios
de mutagenicidade somente na auséncia de mistura S8, tanto com a
cepa TA98 como TA100, indicando a presenca de mutidgenos que poden
causar tanto deslocamento do quadro de leitura como substituicdo
de pares de bases, ou ent#n diferentes mutddenos estariam
presentes, cada um causando um dos tipos de mutac3@o. Neste caso a
mistura S9 inativou os mutigenos presentes.

A amostra do més de Abril apresentou atividade mutagénica
frente a cepa TA98 e indicios de mutagenicidade com a TA100,
somente na presenca de mistura S9, indicando a presenca de
mutidgenos indiretos cujo mecanismo de ac#o poderia ser explicado
pela mesma hipdtese levantada para a amostra do més de dezembro.

A amostra do més de junho apresentou mutagenicidade frente a
cepa TAS8 na presenca de mistura 89, indicando a presenca de
mutigenos indiretos que causam deslocamento do quadro de leitura.

Todos os resultados do teste de Ames est#do na Tabela A5 do
Apéndice e resumidos na Figura 7.
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Figura 7 - Resultados do teste de Ames para o Rio Paraiba do Sul
- PA20397.

PONTO 6 - PA2180

A amostra do rio Paraiba do Sul no PA2180 do més de outubro
de 1987 apresentou indicios de mutagenicidade para a cepa TA100
somente na presenca de mistura S99 indicando a presenca de
mutdgenos indiretos que causam substituicfio de pares de bases.

A amostra do més de dezembro apresentou mutagenicidade para
a cepa TA98 somente na auséncia de mistura S8, indicando a
presenca de mutidgenos que causam deslocamento do quadro de
leitura e que s#o inativados pelo sistema de metabolizac#o.

A amostra do més de Junho apresentou indicios de



54

nutagenicidade frente a cepa TAS8 na auséncia de mistura S99 e
positividade na presenca de mistura S8, indicando a presenca de
mutdgenos gque causam deslocamento do quadro de leitura cuja acado
foi aumentada na presenga do 59 ou outros mutdgenos indiretos
estavam presentes e foram ativados pelo S9.

As amostras dos demais meses (Fevereiro, Abril e Agosto n#o
apresentaram mutagenicidade. Os resultados dos ensaios est#o na
tabela AB do Apéndice e resumidos na figura 8.
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Bl Tice - 88 S Tase + 88
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Figura 8 - Resultados do teste de Ames para o Rio Paraiba do Sul
- PA2180.
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RIQ CAPIVART

PONTO 7 - CA2200

A amostra do Rio Capivari do més de dezembro de 1987

apresentou atividade mutagénica frente 3 cepa TA98 na auséncia de

mistura S9, tendo sido essa atividade intensificada pelo sistema

microssomal, ou ent&o estavam presentes outros mutdgenos com acfo

indireta. Tanto no més de fevereire como no més de abril foram

com a cepa TA98 somente na

a presenca de mutiagenos que
causam deslocamento do quadro de leiturs

detectados indicios de mutagenicidade

auséncia de mistura §9, indicando

e que foram inativados
pela mistura S8. As demais amostras n&

0 apresentaram atividade
mutagénica. Os resultados aobtidos estdo re

unidos na tabela A7 do
Apéndice e resumidos na Figura 9.
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Figura 9 - Resultados do teste de Ames para o Rio Capivari -
CA2200
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PONTO 8 - EM1200

Apenas uma das amostras analisadas (més de fevereiroc) do Rio

Embu Mirim apresentou atividade mutagénica psra a cepa TAS8 na

presenca e auséncia da mistura S9. Estdo presentes portanto nessa

amostra mutigenos que causam deslocamento do gquadro de

leituras e
que sdo em parte,

inativados pela scdo do sistema de

metabolizacdec ftornando-os menos ativos o1 estavam presentes

inativados pelo 39
Qs resultados do teste de Ames estdoc reun
do Apéndice e resumidos na figura 10.

alguns mutédgenos que foram e outros que ndo

idos na tabela A3

foram.
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Figura 10 - Resultados do teste de Ames para o Rio Embu Mirim -

EM1200.
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RIO GRANDE OU JURUBATUBA

PONTO 9 - GR2100

As amostras do Rio Grande ou Jurubatuba nfo apresentaram

mutagenicidade em nenhum dos meses analisados como pode ser
observado nos

resultados do teste de Ames apresentados na tabela
A9 do Apéndice.

RIO PARANAPANEMA

PONTO 10 - PR2050

A amostra do Rio Paranapanema do més de dezembro apresentou
indicios de mutagenicidade tanto com a cepa TAS8 como TA100
somente na auséncia de S9 revelando a presenca de um ou mais
mutdgenos que causam tanto deslocamento do quadro de leitura

Cono
substituic8o de pares de bases ou s8o diferentes mutédgenos

cada
um causando um dos tipos de mutaciio. & que sdao inativados pela
mistura S8.

A amostra do més de fevereiro apresentou mutagenicidade com
a cepa TAS8 na auséncia da mistura S8 e 1indicios de
mutagenicidade na presenca da mesma, indicando inativag#o parcial
dos mutdgenos pelo sistema de ativac3o metabdlica, tornado-os
menos ativos ou ent3do estavam presentes alguns mnutédgenos que
foram inativados pelo S8 e outros n#o. Como pode ser observado na
tabela Al10 do Apéndice e na figura 11 nos demais meses n3o
ocorreram amostras com atividade mutagénica.
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Figura 11 - Resultados do teste de Ames para o Rio Paranapanema
- PR2050.



RIO MOGI GUACU

PONTO 11 - MG2150

A amostra do més de dezembro do Rio Mogi Guacu apresentou
mutagenicidade somente na auséncia de mistura 359 frente a cepa

TA98 indicando a presenca de mutdgenos que causam deslocamento do

quadro de leitura e que sdo inativados pelo

sistema de
metabolizacdo. A amostra do més

de fevereiro apresenton-=e
positiva também para a cepa TA88 indicando s presencga de
mutédgenos que causam deslocamento do quadro de leitura e foram

em
parte inativados pela mistura 39

tornando-se menos ativos ou
entdo alguns dos mutégenos presentes foram

ndo. O0Us resultados obtidos no teste de

na tabela All do Apéndice e figura 12.

inativados e oputros

Ames foram apresentadocs
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Figura 12 - Resultados do teste de Ames para o Rio Mogi Guacu -

MGZ2150.
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-

RIO CORUMBATAT

PONTO 12 - CR2500

A amostra do més de fevereiro do Rio Corumbatai apresentou
positividade para a cepa TA98 na auséncia de mistura SS9 e
indicios de mutagenicidade na presenca de S8, indicando que os
mutidgenos presentes causam deslocamento do quadro de leitura e
que foram parcialmente inativados pelo sistema de metabolizacdo
tornando-se menos ativos, ou que ,estavam presentes mutagenos que
foram inativados e outros que n#o foram. A amostra do més de
abril apresentou indicios de mutagenicidade para a cepa TA1l00 na
ausencia de mistura S99 indicando a presenca de mutidgenos diretos
que causam substituicsc de pares de base. Por ndoc ter sido
testada a amostra na presénca de S8, foili impossivel avaliar se os
mutdgenos seriam alterados ou n#o pela adicdo do sistema de
metabolizac#o.

As demais amostras estudadas ndo apresentaram atividade
mutagénica e os resultados do teste de Ames foram apresentados na

tabela A12 do Apéndice e resumidos na figura 13.
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Figura 13 - Resultados do teste de Ames para o Rio Corumbatai -
CR2500.

RIO JAGUARIL
PONTO 13 - JA2800

A amostra do més de fevereiro do QRioc Jaguarl apresentou
mutagenicidade frente a cepa TAS8 na presenca e auséncia de
mistura S8, indicando a presenca de mutidgenos Qque causanm
deslocamento do gquadro de leitura. A mutagenicidade diminuiu
gquando o sistema de metabolizag#io foi adicionado, indicando que
os mutdgenos foram parcialmente inativados, tornando-se menos
ativos, ou gque, estavam presentes mutdgenos gque foram inativados
pelo S9 e outros gque ndo foram. As demais amostras testadas né#o
apresentaram mutagenicidade. 0Os resultados do Teste de Ames foram
apresentados na tabela A13 do Apéndice e resumidos na figura 14.
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4.2. RESUMO DOS RESULTADOS DO TESTE DE AMES DOS CORPOS D’ AGUA
ESTUDADOS.

Das 75 amostras analisadas 14 (18%) apresentaram
positividade e 8 (11%) indicios de mutagenicidade, perfazendo um
total de 28% de amostras com atividade mutagénica detectada
através do teste de Ames.

A Figura 15 apresenta resumidamente, de maneira qualitativa

a mutagenicidade dos diversos corpos d dgua estudados.
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LEGENDA [: NEGATIVO V////) woicios - POSITIVO NA  NAO ANALISADO

Figura 15 - Resumo dos resultados do Teste de Ames dos cCOrpos

d "agua estudados.
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0 rio que apresentou atividade mutageénica com maior
frequéncia (67%) foi o rio Paraiba do Sul. 0 rio Tiet& e o Rio
Capivari vem logo a seguir com 50% de amostras mutagénicas. Os
demais rios apresentaram somente uma ou duas amostras com
atividade mutagénica como pode ser visto na figura 15 com excec#o
do rio Grande ou Jurubatuba e da Represa Juqueri, que
apresentaram sempre amostras negativas durante o periodo de

estudo.

4.3. DISTRIBUICAC SAZONAL DA MUTAGENICIDADE DETECTADA NOS
DIVERSOS CORPOS D AGUA ANALISADOS.

A figura 18 representa a mutagenicidade detectada durante os
meses estudados nos diversos pontos de coleta mostrando
distribui¢#o bimestral da atividade mutagénica. Podemos observar
que no més de outubro de 1987, no inicio deste estudo, a
porcentagem de amostras com atividade mutagénica foi de 8%,
subindo no mes seguinte até atingir 64% no més de fevereiro, e
declinando novamente no més de agosto para 9%. A figura 16 também
mostra como se comportou a temperatura da Agua durante os meses
estudados. Além disso convém ressaltar que durante o ver&o ocorre

um sumento do indice pluviométrico no Estado de Sdo Paulo.
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4.4. EFEITO DO SISTEMA DE METABOLIZACKO (MISTURA S8) NA MUTA-
GENICIDADE DOS CORPOS D AGUA ANALISADOS.

As amostras analisadas apresentaram quatro tipos de resposta

em relacdo ao sistema de metabolizacdo:

A mutagenicidade foi eliminada na presenca da mistura S9,
indicando a presenca de mnutagenos diretos que s#do inativados

pela mistura S9. Dentro dessa categoria est3do as amostras:

TE2400FV, PA2180DZ, PR2050DZ, CO2070AG, CA2200FV, HMG2150DZ,
PA2087DZ e CA2200AB.

A mutagenicidade diminuiu na presenca da mistura S9,
indicando a presenca de mutdgenos diretos gue sS#o parcialmente
inativados pela mistura 359, se tornando mencos ativos, ou
diferentes tipos de mutagenos diretos, um tipo que ndoc é
alterado pelo S9 e outro tipo que € inativado pelo sistema de

metabolizac#o. Dentro dessa categoria estdo as amostras:
EM1200FV, CR2500FV, MG2150FV, PR20S50FV e JAZB00FV.

A mutagenicidade aumentou na presenca da mistura S9,
indicando a presenca de mutdgenos diretos gque se tornam mais
ativos apds metabolizacdo, ou estdo presentes diferentes
nutédgenos, tanto do tipo direto como do tipo 1indireto. Dentro

dessa categoria se encontram as amostras:
TE1040AB, PA2180JN, CA2200DZ e PA20870T.

A mutagenicidade sé foi detectada na presenca da mistura 59,
indicando a presenca de mutdgenos indiretos. Dentro dessa

categoria se encontram as amostras:

TE2400JN, PA20970T, PA2087AB, PA2097JN, PA21800 e PR2050DZ.
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Pnde-se observar atraves da  figura 17 que 3 adigdo da
mistura S9 causou modificacgdes em praticamente todas as amostras

analisadas.

4.5. ANALISE DA MUTAGENICIDADE DE AMOSTRAS ATRAVES DAS DUAS CEPAS
EMPREGADAS (TAS8 E TA100).

A cepa TA88 foi a cepa que detectou maior nimero de amostras
conforme pode ser visto na tabela 3 e Figura 17. A cepa TAS98 sem
S8 detectou 10 das 14 amostras vpositivas e 7 das 8 que
apresentaram indicios de mutagenicidade. A TAS98 com S8 detectou 9
das 14 amostras positivas e 2 que apresentaram indicios. A TA1l00
detectou 7 amostras que apresentaram indicios de mutagenicidade e
nenhuma amostra positiva. Os resultados indicam =z prevaléncia de
nutidgenos que causam deslocamento do quadro de leitura nas
amostras analisadas. E importante notar que o nimero de
revertentes por litro variou de 38 & 122 para a cepa TAS98 para as
amostras que apresentaram indicios de mutagenicidade e de 101 a
3265 para as amostras positivas. Para a TA100 o nuimero de
revertentes por litro variou de 83 a 487, tendo sido detectados

somente indicios de mutagenicidade para esta cepa.
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TABELA 3 - Atividade Mutagénica das amostras que apresentaram resposta frente

as cepas testadas durante o periodo de estudo.

AMOSTRAS COM NUMERO DE REVERTENTES POR LITRO EQUIVALENTE
ATTVIDADE CODIGO TA98 TA100
MUTAGENICA -39 +59 -39 +59
R. TIETE TE1040AB (53)* 354 o -
TE2400FV 101 - - -
JIN - - - (202)
R. COTIA CO2070AG (51) - - -
R. PARAIBA PA20970T 266 320 - (353)
DO SUL DZ (83) - (487) -
AB - 342 - (83)
JIN - 132 - -
PA21800T - - - (221)
DZ 791 - - -
IN (57) 477 - -
R. CAPIVARI CA2200DZ 1787 3265 - -
FV (87) - - -
AB (39) - - -
R. EMBU MIRIM EM1200FV 1413 270 - -
R. PARANA- PR2050DZ (100) - (256) -
PANEMA FV 232 (112) - -
R. MOGI GUACU MG2150DZ 932 - - -
FV 355 234 - -
R. CORUMBATAI CR2500FV 394 (122> - -
AB - NAwr* (382) NA
R. JAGUARI JA2800FV 1141 201 - -
No AMOSTRAS POSITIVAS 10 9 0 0
No AMOSTRAS COM INDICIOS (7 (2) (3) (4)
TOTAL 17 11 3 4

* () Indicios de mutagenicidade
*»* _—  Amostra negativa
*==* NA N#Ho analisado
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5. DISCUSSAOD

5.1. ATIVIDADE MUTAGENICA DOS CORPOS D’ AGUA ANALISADOS.

Dos 11 COrpos d "dagua analisados, apenas dois n#o
apresentaram nenhuma amostra com atividade mutagénica. A Represa
Juqueri (JM2050), teve confirmada a qualidade de suas Adguas cuja
area € protegida e abastece o sistema Cantareira na cidade de S#o
Paulo. J4 o Rio Grande ou Jurubatuba (GR2100) que apesar de n#o
apresentar nenhuma amostra com atividade mutagénica vem
apresentando problemas de poluicdo com mercirio (CETESB, 1988b e
1989).

O Rio Paraiba do Sul foi agquele que apresentou maior namero
de amostras positivas (B87%) para os pontos analisados, apesar de
apresentar indice de qualidade de 4agua (IQA) wvariando de
aceitdvel a boa (CETESB, 1988b e 1989) nos referidos pontos. Além
da alta porcentagem de amostras muﬁagénicas, 0 rio apresentou
diversidade de resposta principalmente no ponto PA2087, em
relac8io a cepas e condigdes estudadas conforme pode ser observado
nas Figuras 7 e 8., indicando a presenca de diferentes tipos de
compostos mutagénicos. Os resultados sugerem uma necessidade de
monitoramento deste rio guanto aos despejos com atividade
mutagénica que possam estar sendo lancados, com o objetivo de
localizar e, se possivel, reduzir as fontes poluidoras. S#p
varias as indistrias que despejam seus efluentes prdximo aos
locais de coleta dos pontos estudados (item 3.1) e inclusive
COELHO, M.C.L.S. (comunicac#n pessoal) analisou recentemente
efluentes industriais langados na regido observando alta
atividade mutagénica em algumas das amostras estudadas.

0 rio Capivari apresentou a amostra com maior atividade
mutagénica, em dezembro, com valores de 1787 e 3285 revertentes
por 1litro para a cepa TA98 s5em e com S99 respectivamente,
diminuindo para 87 & 39 revertentes por litro sem SS nos meses
subsequentes (Figura 8). Considerando-se os baixos valores do IQA
dessas &guas classificadas como imprdprias para tratamento
durante todo o periodo de estudo (CETESB, 1988b e 1989),
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sugerimos que o ponto deveria ser monitorado para a3 identificacg&o
dos despejos com atividade mutagénica, como 2std sendo feito no
ponto PA2087.

Q0 rio Tieté apresentou também 50% de amostras com atividade
mutagénica (Figura 15), sugerindo a necessidade de um
monitoramento para localizagdo das fontes poluidoras apesar do
IQA ter indicado gqualidade de Agua de aceitavel 3 dotima no
periodo de estudo (CETESB, 18988b e 1888).

Os outros rios apresentaram somente uma ou duas amostras com
atividade mutagénica, com maior frequéncia no reriodo do verzop
(Figura 186) e o©0s referidos IQAs indicaram principalmente
qualidade de agua de aceitavel a boa durante o estudo (CETESB,
1388b e 1889).

Sabendo-se gue a mutagenicidade presente na agua bruta tende
a permanecer ou se tornar prevalente na &gua tratada, segundo
NESTMANN e col. (1983), ATHANASIOU & KYRTOPOULOS (1883), MARUOKA
& YAMANAKA (1983) e VARTIAINEN & LIIMATAINEN <(1886), torna-se
importante a avaliac8o das 4Aguas brutas antes do tratamento
quandc se pretende monitorar a qualidade das dguas para consumo
em relacdo 3 presenca de compostos mutagénicas. Além disso, zeria
bastante G4til gue tratamentos alternativos ou auxiliares
adequados fossem desenvolvidos, para eliminac¢do desses compostos
com atividade mutagénica tanto oriundos da 4gua bruta, como
aqueles gerados durante os processos de tratamento utilizando
cloro.

Durante este estudo. o nuimero de revertentes por litro das
diferentes amostras analisadas variou de 39 a 3285 para a cepa
TAS8 e 83 a 487 para a cepa TA100 (Tabela =Y. E
resultados s#o similiares aos de VARTIAINEN & LIIMATAINEN (1988>
para a cepa TA100, cujo valor obtido foi de 300 para &dguas brutas
da cidade de Kuopio na Finlédndia. Jé& GRIMM-KIBALO e col. (1981)

encontraram valores de 1 a4 5 revertentes por litro para a cepa

sses ultimos

TAS8 e de 1 4 9 para a TA100 na dgua bruta do reservatodrio
DeMoines no Iwoa, USA, valores bem menores gque o0s encontrados
neste estudo. FLANAGAN & ALLEN (1981) em seus estudos em Aguas

brutas da cidade de Chicago, USA, encontraram valores de 3 a 30
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revertentes por litro para a cepa TA1538. Mesmo considerando-se
0os valores mais baixos da taxa de reversdo espontinea (ao redor
da metade) que a da TAS88, pode-se afirmar que os valores
encontrados em nosso trabalho foram mais elevados.

Infelizmente a maioria dos trabalhos n#do apresenta o cdlculo
do nimero de revertentes por litro dificultando uma comparacio
direta dos resultados, em termos de quantificacio da atividade
mutagénica. O uso de testes estatisticos 4que permitam esse
cdlculo € de grande importéncia na interpretacfo dos resultados
desse teste, principalmente na Area ambiental. Convém ressaltar
que o programa Salmonel, utilizado neste estudo foi de grande
valia na interpretac#o dos resultados.

Com relacgdo 3 porcentagem de amostras com atividade
mutagénica, que foi de 28% neste estudo, levando-ge am conta as
75 amostras analisadas como um todo, podemos notar gque valores
mais elevados foram encontrados por PELON e col., (1977) e por
GLATZ e <col. (1978), nos Estados Unidos, por DUTKA & SWITZER-
HOUSE (1878), no Canadéd, e por MARTINS e col. (1882) na regido
da Grande S#o Paulo, estando porém. um pouco acima dos dados de
SANCHEZ e col. (18988) para a regido da Grande S3o Paulo.

Como em nosso estudo esta porcentagem se refere a diferentes
corpos d’agua amostrados bimestralmente durante um ano, talvez
amostragens mais freguentes, durante um menor espaco de tempo de
cada um dos rios gque apresentaram maior porcentagem de
positividade pudessem auxiliar na avaliac3io da real frequéncia de
amostras com atividade mutagénica facilitando 1inclusive a
identificacdo das fontes poluidoras e as possiveis acgdes de
controle. De qualgquer maneira o estudo permitiu a localizag#io de
locais prioritdrios, como o Rio Paraiba do 3Sul, no qgqual enm
estudos posteriores (COELHO, M.C.L.S., comunicacfo pessoal) foi
possivel identificar descargas altamente mutagénicas lancadas
nesse rio, influenciando especialmente o ponto PA2097, perto de
S8o0 José dos Campos (Figura 1).

Além disso, a avaliacso gquantitivativa da mutagenicidade de
um nimero relativamente grande de amostras de corpos d 4gua como

foi feito neste estudo nos permitiu conhecer os valores mais
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frequentes encontrados neste tipo de amostra ambiental (Tabela
3), fornecendo subsidios de importincia para futuros projetos
deste tipo inclusive para o estabelecimento de critérios de

avaliag8o da mutagenicidade de corpos d 4gua.

5.2.DISTRIBUICAC SAZONAL DA MUTAGENICIDADE DETECTADA NOS DIVERSOS
CORPOS D AGUA ANALISADOS.

Os resultados obtidos (Figura 18) mostraram gue no més de
fevereiro de 1888 a porcentagem de amostras positivas aumentou
para 64%, tendo sido bem mais baixa nos meses de agosto e
outubro, ou seja, 9%. Esses resultados foram similares aos
obtidos por PELON e <col. (1977) e GRIMM-KIBALO e col. (1881} e,
esses Gltimos autores, atribuiram esse aumento de mutagencidade
as fortes chuvas de ver#o através das guais havia o carreamento
de substéncias utilizadas na agricultura.

Estudos sobre a influéncia das estacdes do ano e das chuvas
deveriam ser conduzidos, combinando-se inclusive bioensailos e
andlises quimicas, para um melhor entendimentc do aumento da
mutagenicidade nos meses de verdo e das provavels fontes dessa

contaminacédo.

5.3. EFEITO DO SISTEMA DE METABOLIZACAC - MISTURA 58

A inativac3o ou diminuicdo da mutagenicidade pelo sistema de
metabolizac8o que ocorreu em 13 das amostras analisadas (item
4.4) parece ser um fenémeno bastante comum para esse tipo de
amostra pois, varios autores observaram o mesmo efeito em seus
estudos, tais como SAXENA & SCHWARTZ (1879): FLANAGAN E ALLEN
(1281), GRIMM-KIBALO e col. (1981) e VARGAS e col. (1988). Esse
tipo de inativac#o foi estudade em efluentes de indastria de
papel e celulose por DQOUGLAS e col. (1980) e KAMRA e col.
(1983). DOUGLAS e <col. (1880) identificaram quimicamente treés

compostos nos efluentes estudados que guando ensaiadocs no teste
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de Ames apresentavam esse tipo de resposta, o dcido neobiético, o
tetracloropropeno e o pentacloropropeno. KAMRA e col. (1983)
mostraram, nos efluentes analisados, que a detoxificac#o pela
mistura S8 n#o era um processo enzimdtico mas sim, causada por
ligacBes ao acaso das espécies moleculares presentes na amostra
com as proteinas da mistura S9. Estudos para elucidag#io deste
tipo de inativac#o deveriam ser conduzidos quando se observa esse
tipo de mutidgeno em amostras ambientais para uma melhor
caracterizag#do dos compostos presentes nessas amostras.

Com relacdo 4 presenca de mutdgencos indiretes, 10 amostras
analisadas apresentaram este tipo de mutadgeno (item 4.4). VAN
KREIJL e col. (1980) e MARUOKA E YAMANAKA (1982) em seus estudos
de mutagenicidade em agua bruta, observaram gque a maioria das
amostras apresentaram mnutidgenos indiretos, o que concorda em
parte com os resultados obtidos neste estudo, pois apesar gque nédo
ser a maioria, foi grande o numero de amostras que apresentou
mutagenos deste tipo. Interessante. notar também Qque as amostiras
que apresentaram mutdgenos indiretos foram em sua maioria
provenientes dos rios que apresentaram maior porcentagem de
amostras com atividade mutagénica.

Seria " importante em estudos posteriores incluir andlises
gquimicas dos extratos para identificacdn dos compostos e
separacdo dos mesmos satravés de fracionamento gquimico para
elucidacdo das diferentes respostas frente ac Teste de Ames.

5.4. ANALISE DA MUTAGENICIDADE ATRAVES DAS DUAS CEPAS EMPREGRADAS
(TAS8 e TA100).

A maioria das amostras gque apresentaram atividade mutagénica
foi positiva para a cepa TA98, a qual detecta mutdgenos gue
causam deslocamento do quadro de leitura, indicando a prevaléncia
desse tipo de mutdgeno nas amostras analisadas. Resultados
semelhantes foram obtidos por PELON e col. (1877) para o Rio
Mississipi nos Estados Unidos, MARUCKA & YAMANAKA (1980 e 1882)
para o rio Katsura no Jap#do, por GRABOW e col. (1980) para o rio
Vaal na Africa do Sul, por VAN KREIJL e col. (1880) para o rio
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Rhine e Meuse na Holanda, e por MARTINS @ ocol. (1882) para &aguas
brutas da regi#fo da Grande S3#o Paulo. .

Isto nos permite inferir que a maioria dos mutédgenos
presentes em corpos d 4dgua parecem ser do tipo que causa
deslocamento do quadro de leitura, apesar de DUTKA & SWITZER
HOUSE (1878), terem demonstrado em seus estudos a prevalfncia de

mutidgenos que causam substituicdo de pares de base no DNA.
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6. CONCLUSOES

0 teste de Ames foi Gtil na avaliagdo da mutagenicidade de
dguas brutas e pode ser usado no monitoramento da qualidade das
Aguas quanto a mutagenicidade, tendo em vista sua sensibilidade
na detecfo de mutdgenos ambientais, sua faclilidade de execucdo,
rapidez de resposta e baixo custo guando comparadc com outros

ensalos de mutagenicidade e andlises quimicas.

O emprego de testes estatisticos que permitam o cdlculo do
nimero de revertentes por litro parece ser a maneira mais
adequada para 2 interpretacio e expressdo dos resultados,
permitindo comparagdes entre diferentes .COrpos d "4gua
pertencentes a locais diversos, mesmo quando ensaiado em doses
distintas. Esse valor também reflete a poténcia do ou dos
mutidgenos presentes na amostra, quando associado a cepa teste
empregada.

Os valores obtidos de revertentes por litro obtidos variaram de
38 a 3265 para a cepa TAS8 e de 83 a 467 para a cepa TA1l00,
indicando a magnitude da resposta mutagénica para 0S corpos
d "agua estudados do Estado de S#o Paulo. o que podera ser 4til,
no futuro estabelecimento de critérios para regulamentacdio e

controle da atividade mutagénica presente em corpos d agua.

Com relacido ao tipo de mutédgenoc prevalente nas amostras
estudadas, por ter sido a resposta positiva mais frequente para a
cepa TA98, podemos inferir gque ha uma prevaléncia de mutsagenos
que causam deslocamentc do quadro de leitura do DNA nas amostras

analisadas.

Houve um auments da mutagenicidade no més de fevereiro,
sugerindo que a mutagenicidade de dguas brutas aumenta durante os
meses mais quentes do ano, provavelmente devido ao carreamento de

substéncias mutagénicas através das chuvas comuns nesta época do
ano.
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Os resultados mostraram gque ¢ monitoramento realizado
através do teste de Ames permitiu indicar locais aonde parecem
existir, frequentemente despejos de substéncias mutagénicas como
o Rio Paraiba do Sul, Rio Capivari e Rio Tieté, cuja fonte de
substéncias mutagénicas poderiam ser os efluentes industriais,
tendo em vista a presenca de indidstrias nos locais de coleta.
Dessa forma, o teste de Ames pode ser bastante Gtil tanto na
indicag8o como na avaliacgdo do tratamento de efluentes
industriais e na avaliac8@o de ecossistemas aquédticos com altos

niveis de contaminac&o guimica.
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7. RESUMO

Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo através do
teste de Ames, da nmutagenicidade de extratos orgénicos
provenientes de amostras de 11 corpos d’4dgua do Estado de S#o
Paulo que s3o utilizados como fonte de abastecimento piblico, bem

como a verificacsio da aplicacso deste biocensaio em estudos de
monitoramento.

Foram analisadas frente ao teste de Ames 75 amostras,
coletadas bimestralmente de outubro de 1887 a junho de 1888. As
cepas utilizadas foram TAS8 e TA100 de Salmonella typhimurium e
os ensaios foram realizados na presenca e auséncia de sistema de
metabolizac8o (mistura S3).

As extracdo orgénica das amostras foi realizada com resina
XAD2 e a concentracdno foi de 1000 vezes. Os resultados do teste

de Ames foram avaliados estatisticamente usando o programa
SALMONEL.

Das 75 amostras analisadas 14 (18%)> apresentaram
positividade e, 8 (11%) indicios de mutagenicidade, perfazendo um
total de 29% de amostras com atividade mutagénica.

O rio gue apresentou maior porcentagem de amostras positivas
foi o Rio Paraiba do Sul e aquele que apresentou a amostra com a
maior atividade mutagénica foi o Rio Capivari.

Os valores de revertentes por litro obtidos variaram de 38 a
3285 para a cepa TAS8 e de 83 a 467 para a cepa TA1l00 e houve
prevaléncia de mutidgenos que causam deslocamento do gquadro de
leitura. Na maioria dos casos o sistema de metabolizac#io-
mistura 59 alterou a mutagenicidade encontrada nas amostras, ou
inativando os mutidgenos presentes ou sendc responsidvel por sua
deteccgdo.

A porcentagem de amostras mutagénicas no més de outubro de
1987 foi de 8% aumentando para 64% no més de fevereiro de 1988 =
decrescendo novamente para 9% no més de agosto de 1888.
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Conclui-se que o teste de Ames foi Gatil na avaliac#@o da
mutagenicidade de Aguas brutas do Estado de S%o Paulo, e pode ser
aplicado em estudos de monitoramento da qualidade das &guas, como

instrumento auxiliar para detecc#o de genotoxicidade.
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8. ABSTRACT

The aim of this work was the characterization of
mutagenicity of organic extracts from 11 watercourses of S&o
Paulo State, that have been used as drinking water sources, using
the Ames test, and verify the application of this biocassay in
monitoring studies.

There were analysed, using the Ames test, 75 samples,
collected bimonthly from October of 1987 to August of 1888. The
employed strains were TAS8 and TA100 of Salmonella typhimurium
and the assays were performed with and without metabolic
activation system (S8 mix).

The organic extraction were done with XAD2 resin, and the
concentration was 1000 times. The results of the Ames Test were
statistically analysed using the program SALMONEL.

From the 75 samples analysed, 14 (18%) showed positive
responses, and 8 (11%), marginal responses, making up 28% of
nutagenic samples.

Paraiba do Sul River showed the highest percentage of
positive samples and Capivari River showed +the highest mutagenic
sample.

The amplitude of the mutagenic response, in revertants per
liter was 39 to 3265 for strain TA98 and 83 to 467 for strain
TA100, and it was observed the prevalence of frameshift mutagens.
In the majority of the mutagenic samples the metabolization
system (S8 mix) modified the mutagenicity, or inactivating the
mutagens or being responsable for their detection.

The percentage of mutagenic samples in October of 1987 was
9%, increasing to 64% in February, and decreasing to 9% in August
of 1888.

We conclude that the Ames test was useful in the
mutagenicity evaluation of raw waters from S#o Paulo State and
can be applied in monitoring studies of water quality, as an

auxiliary instrument to detect genoctoxicity.
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