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RESUMO

A mutagenicidade da &gua intersticial e a de extratos organicos do sedimento dos rios Cadeia e Feitoria foram avaliadas
através do ensaio de microssuspensdo em Salmonella utilizando as cepas TA97a, TA98, TA100 e TA102, na auséncia e
presenca de S9 mix. No local contaminado, as respostas para agua intersticial foram mutagénicas ou indicativas dessa
atividade, sugerindo presenca de compostos mutagénicos causadores de substituicdo de pares de base e erros no quadro
de leitura do DNA das linhagens estudadas, incluindo substancias que geram estresse oxidativo. Os extratos orgénicos
estudados apresentaram mutagénese direta ou indicativa em relagdo as linhagens TA97a, TA98 e TA100. De modo geral,
afragcéo metabolica exdgena diminuiu a mutagenicidade das amostras. Os figados de Gymnogeophagus gymnogenys, familia
Cichlidae, coletados na érea impactada, comparados aos do local ndo poluido, foram analisados quanto aos parametros
de estresse oxidativo. Comparativamente aos controles, houve aumento significativo na atividade da superoxido dismutase
(SOD), nos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e na quimiluminescéncia das célul as hepéticas
dos peixes da area poluida. A concentragdo dos citocromos P450 e b5 diminuiu significativamente nos peixes do local
poluido em relagéo ao local de referéncia, enquanto a atividade da catalase ndo sofreu alteragéo. Foi possivel correlacionar
as alteracOes biol dgicas sofridas nos peixes expostos aos despejos de curtumes com a presenca de compostos mutagéni cos
na agua intersticial desse ambiente.

Palavras-chave: ensaio de microssuspensdo em Salmonella, cromo, compostos organicos, sedimento, estresse oxidativo
em peixes.

ABSTRACT

Sediment mutagenicity and liver oxidative stressin fish under tannery influence

The mutagenicity of interstitial water and organic extracts from the sediments in the Cadeia and Feitoria Rivers, RS, Brazil,
were evaluated by Salmonella microsuspension bioassay using TA97a, TA98, TA100 and TA102 strains, in the absence
and presence of S9 mix. At the contaminated site, the mutagenic responses for interstitial water, suggested the presence
of frameshift and base pair substitution mutagens, including substances that generate oxidative stress. Organic extracts
presented direct or indicative mutagenesis to the TA97a, TA98 and TA100 strains. In general, an exogenous metabolic
systems decreased the mutagenicity of the samples. The livers of Gymnogeophagus gymnogenys, family Cichlidae, collected
in this impacted area, compared to a non-polluted site, were analyzed for oxidative stress parameters. Compared to the
controls, there was a significant increase in the activity of superoxide dismutase (SOD), levels of substances reactive to
thiobarbituric acid (TBARS), and in the chemiluminescence of hepatic cellsin fish collected at the polluted area. The
concentration of cytochromes P450 and b5 decreased drastically in the fish at the polluted site, while the catalase activity
did not change. It was possible to correlate the biological changes in the fish with the presence of mutagenic compounds
in interstitial water in this area.
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INTRODUCAO

Compostos quimicos provenientes de atividades antropicas
indugtriais, agricolas e dométicas, quando liberados no ambiente
sem tratamento adequado, congtituem risco potencia paraasalide
humana e aintegridade dos ecossistemas. Atualmente, entre os
testes de mutagenicidade mais utilizados em amostras ambientais
estdio 0s que usam microrganismos, em especial o teste
Salmonella/microssoma (teste de Ames). O ensaio de
microssuspensdo em Salmonella, uma modificagdo do teste de
Ames cléssico, é sensivel na deteccdo de mutagenicidade em
diversos tipos de amostras. Além disso, esse ensaio permite a
utilizagdo de peguenas quantidades de amostras, de fragbes
metabdlicas hepéticas e de seus co-fatores, fatoresimportantes
em estudos ambientais (Maron & Ames, 1983; Kado et al., 1983;
Vargas et al., 1995). Os estudos de estresse oxidativo hepético
em animai s aquéticos fornecem parmetros para biomonitora-
mento ambiental (DiGiulio et al., 1989; Bainy et al., 1996).
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

As amostras de sedimento foram coletadas no inverno de
2000 e no verdo de 2002, em dois arroios locdizados no nordeste
do Estado do Rio Grande do Sul (Figura 1). Um ponto de
amostragem escolhido, Arroio Feitoria— FEIOO1 (Figura 1),
localiza-se nas proximidades de induUstrias de curtume, além
de estar sob influéncia agricola e de esgotos domésticos em menor
escala. O outro ponto, Arroio Cadeia— CADO06 (Figura 1),
encontra-se em local considerado de referéncia, sem interfe-
réncia de esgotos domésticos e industriais.

Os peixes foram coletados em abril, maio, julho e agosto
de 2002, no Arroio Feitoria e na Lagoa Fortaleza (Figura 1),
sendo a espécie Gymnogeophagus gymnogenys, familia
Cichlidae, escolhida por fornecer quantidade de figado su-
ficiente para as andlises e por se alimentar freqlientemente no
substrato do rio.
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Figura 1 — Area de estudo com localizacZo dos pontos de amostragem.
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Extractes e ensaios

A &uaintersticial foi extraida das amostras de sedimen-
to através de centrifugacdo a 10.000 g durante 10 minutos a4°C.
Os extratos organicos das amostras de sedimento foram obtidos
através de extracdo quimica, pela técnica de ultra-som com
concentragcdo em rota-vapor, utilizando o solvente diclorometano
grau pesticida para extrair a fracdo moderadamente polar. As
avaiaches de mutagénese e citotoxicidade foram redizedas através
do ensaio de microssuspensio em Salmondla (Kado et al., 1983),
nos volumes de 50, 100, 150, 200, 300 e 400 pl/placa paradgua
intergticia ede 2,5, 10, 40 e 80 pg/placa para 0s extratos organicos.
Os ensaios foram redizados com as cepas TA97a, TA98, TA100
e TA102 de Salmonella typhimurium, para as amostras de &gua
intersticial, e com TA97a, TA98 e TA100, para as amostras de
extratos do inverno, em presenca e auséncia de ativacao meta
bdlica (fracdo S9 de figado de rato).

A amostra foi considerada positiva quando o valor da
mutacdo induzida foi o dobro da atividade mutagénica obser-
vada no controle negativo e quando houve relacdo significativa
na curva dose-resposta avaliada pelo programa SALMONEL
(Myerset al., 1991). Quando somente um dos critérios citados
foi observado, aamostrafoi considerada como indicativa de
atividade mutagénica. No teste de viabilidade celular, as res-
postas foram consideradas citotoxicas quando a porcentagem
de sobrevivéncia naamostra foi menor que 60% da observada
no controle negativo.

Os figados dos peixes capturados foram extraidos e
armazenados como “pool” em nitrogénio liquido até o momento
dos ensaios. A obtencdo da fracdo microssomal hepética,
utilizada na determinacdo espectral dos citocromos P450 e
b5 (Omura & Sato, 1964) e da fracdo sobrenadante, usada na
avaliacdo das atividades da superéxido dismutase — SOD
(Marklund & Marklund, 1974) e da catalase — CAT (Aebi,
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1984), foi realizada através de centrifugacdes segiienciais
(Cecchini et al., 1990). A quimiluminescéncia (Flechaet al.,
1991) e alipoperoxidacéo hepéticas (Oliveira& Cecchini, 2000)
também foram incluidas na avaliac&o do estresse oxidativo
do G. gymnogenys. Os resultados foram analisados estatisti-
camente pelo teste-t de Student através de programa
computadorizado (GraphPad InStat, GraphPad Software, Inc.).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas amostras de aguaintersticia do FEIO01, foi observada
mutagenicidade significativa (Renque 2) tanto no inverno como
no verdo para as linhagens TA98, TA100 e TA102, em ensaios
diretos (Figura 2). As respostas foram negativas (Rengue 0)
para TA97a, sem e com S9mix. As amostras de ver&o do
CADOO06 apresentaram indicios de mutagenicidade (Renque
1), utilizando a TA102, na auséncia e presenca de S9mix.
Quanto aos extratos organicos (Figura 3), as amostras de inverno
do FEI001 apresentaram mutagenicidade positiva (Renque 2)
paraalinhagem TA97a e indicios dessa atividade nas linhagens
TA98 e TA100 (Renque 1), em ensaios diretos. Apos utili-
zacao de metabolismo exdgeno, a mutagenicidade da maioria
das amostras foi diminuida. Nenhuma das amostras apresentou
citotoxicidade com ambos os tratamentos.

Comparativamente aos controles (Lagoa Fortaeza), houve
aumento significativo na atividade da SOD, da lipoperoxidagéo
detectada pelos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) e na quimiluminescéncia das célu-
las hepéticas de G. gymnogenys coletados no FEIO01 (Tabela
1). Além disso, houve drastico decréscimo na concentragcéo
dos citocromos P450 e b5 nos peixes do local poluido em re-
lagdo area controle, enquanto ndo houve dteracdo significativa
na atividade da catal ase.
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Figura 2 — Renque de mutagenicidade direta das amostras de agua intersticial dos Arroios Cadeia e Feitoria, no inverno e verdo. Renque de
mutageni cidade baseado na mutac&o induzida e na curva dose-resposta (revertentes/ul de &gua intersticial) avaliadas pelo programa SALMONEL

(Myers et al., 1991), em que Renque 0 = sem mutagenicidade; Renque 1 =

indicios de mutagenicidade; Renque 2 = mutagenicidade significativa.
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Figura 3 — Renque de mutagenicidade das amostras de inverno de extratos organicos do Arroio Feitoria, na auséncia (— S9) e presenca (+ S9) de
metabolismo exégeno. Renque de mutagenicidade baseado na mutagéo induzida e na curva dose-resposta (revertentes/iig de extrato organico)
avaliadas pelo programa SALMONEL (Myers et al., 1991), em que Renque 0 = sem mutagenicidade; Renque 1 = indicios de mutagenicidade;

Renque 2 = mutagenicidade significativa.

Tabela 1 — Parametros avaliados no figado de peixes (Gymnogeophagus gymnogenys)
coletados na Lagoa Fortaleza, Cidreira, RS, e no Rio Feitoria, Lindolfo Collor, RS.

. b
A Media + sd. Andlises estatisticas
Par ametros® o
L agoa Rio (P)
CITOCROMO P450
(nmol/mg proteina) 0,22+ 0,056 N.D. -
CITOCROMO b5 0,32 + 0,027 0,17 + 0,080 0,037
(nmol/mg proteina)
CATALASE
(+ABS/mg proteing) 7,84 + 0,481 8,77 + 0,007 0,224
SUPEROXIDO DISMUTASE 38,50 + 0,810 74,75 + 2,40 0,002
(U/mg proteina)
TBARS
(nmol TBARS/mg proteina) 0,37 £ 0,150 0,79+ 0,348 0,035
QL 95255 + 24596 164244 + 21609 <0,0001

(méxima cpm/mg proteina)

%0s citocromos P450 e b5 foram expressos em nmol por mg de proteina; a catalase, como diferenca de
absorbancia (ABS) por mg de proteina; a SOD, como unidades (U) por mg de proteing; TBARS, como nmol
de TBARS por mg de proteina; e a quimiluminescéncia, como cintilacBes por minuto por mg de proteina.

®L agoa Fortaleza (pool = 41 animais); rio Feitoria (pool = 60 animais). Para cada parametro foram realizadas 6
repeticoes e, portanto, o SD estarelacionado a metodologia de repeticéo.

“Teste t de Student n&o pareado; quando os SDs das médias foram diferentes, foi aplicado o teste alternativo de
Welch. Foram considerados estati sticamente significativos os valores de p < 0,05.

A mutagenicidade ou seus indicios em amostras de &gua
intersticial e extrato organico, nas cepas avaliadas, demonstra
a presenca de substéncias capazes de modificar o deslocamento
do quadro de leitura e de substituir pares de bases no DNA,
incluindo compostos oxidantes detectados pela TA102. As
amostras de aguaintersticial do FEIOO1 mostraram ativida-
de mutagénica ou indicios dessa acdo de formamais acentuada

sem ativagao metabolica, com diminuicdo da mutagenicidade
apos o uso de SOmix. Em estudos com metais pesados, prin-
cipalmente na avaliagdo de cromo hexavalente, foram encon-
trados resultados semelhantes (Bianchi et al., 1983; DeFlora
et al., 1984), sugerindo a presenca desse metal na agua
intersticial do FEIOO01. Entretanto, a mutageni cidade encontrada
nos extratos orgéni cos do FEIO01 sugere contribui¢do de com-



M utagenicidade do Sedimento e Estresse Oxidativo Hepético em Peixes...

postos mutagénicos de natureza moderadamente polar como
os hidrocarbonetos poliarométicos (PAHS). A deteccdo da
mutagenicidade no FEI001 indica os riscos biol gicos a que
aflorae afauna esto expostas nesse ecossistema. Utilizando
G gymnogenys como biomarcadores de polui¢do agquética foi
possivel verificar que os animais do FEIO01 (area poluida),
em relacdo aos animais do local de referéncia, estdo sofrendo
estresse oxidativo hepético de forma semelhante aos resul-
tados encontrados em peixes inoculados com dicromato de
potéssio (Tagliari et al., 2004). Essas evidéncias concordam
com o diagndstico de mutagenicidade na dguaintersticial do
FEIO001 e indicam a presenca de compostos oxidativos como
o cromo no local. Esses resultados indicam a complexidade
de substancias reativas presentes em uma amostra ambiental
e permitem agdes preventivas e mitigadoras.
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