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Fé‘blm K“mmlr:””' Blue rayon e teste Salmonella/

Dulce Magalhées" . . ~

Aexandre Franca! microssoma na avaliagao da

cisela de Aragio umbuzei  UAlidade de aguas costeiras
Blue rayon and Salmonella/

microsome assay in the evaluation of
coastal water quality

RESUMO

OBJETIVO: Desenvolver estratégia para 0 monitoramento passivo das aguas do
estuario de Santos quanto a presenca de atividade genotoxica e de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos.

METODOS: Estudo realizado no estuario de Santos, Estado de S3o Paulo, em 2002,
Foram selecionados e avaliados dois pontos de amostragem com diferentes graus de
contaminacdo em duas campanhas de amostragem, utilizando a técnica de blue rayon
in situ, analises quimicas e o ensaio de Salmonella/microssoma com as linhagens
bacterianas sensiveis a diferentes classes de compostos. Os extratos foram submetidos
ao teste de Salmonella/microssoma em microssuspensdo com as linhagens TA98,
TA100, YG1041 e YG1042 na presenca e auséncia de ativagcdo metabdlica, e a
analises quimicas.

RESULTADOS: O ponto 1, que apresentou sedimento com altas concentracoes de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, mostrou maior freqiéncia de resultados
positivos para o ensaio Samonella/microssoma e maiores concentracdes de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em ambas as campanhas em comparagdo com
0 ponto 2, menos contaminado. A linhagem que se mostrou mais sensivel foi aYG1041,
que permitiu comparacdes entre locais com diferentes graus de contaminagéo.

CONCLUSOES: A combinagéo da técnica de blue rayon in situ com o ensaio
Salmonella/microsoma com a linhagem YG1041 e as analises quimicas se mostraram
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Salmonella/microsome assay with bacterial strains sensitive to different compounds.
The extracts were tested using the Salmonella/microsome assay in microsuspension
with the strains TA98, TA100, YG1041, and YG1042 in the absence and presence of
metabolic activation and through chemical analyses.

RESULTS: Site 1, which had high concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons
in its sediment, showed more often positive results in the Salmonella/microsome
assay as well as higher polycyclic aromatic hydrocarbons concentrations in both
samplings compared to site 2, which was less contaminated. Y G1041 strain showed to
be the most sensitive allowing for comparisons between the sites with different levels
of contamination.

CONCLUSIONS: The combination of the blue rayon hanging technique with the
Salmonella/microsome assay using YG1041 strain and chemical analyses were
effective in recovering genotoxins as well as polycyclic aromatic hydrocarbons tested
in this study. Therefore this strategy seems to be adequate for water quality monitoring

in Santos estuary.

KEYWORDS: Estuary pollution, prevention & control. Water monitoring.
Polycyclic hydrocarbons, aromatic, genotoxicity. Blue rayon. Salmonella/
microsome, monitoring. Santos estuary.

INTRODUCAO

Estuérios sdo ecossistemas dindmicos e produtivos
de imenso valor ecoldgico e econémico, sendo de
grande importancia a compreensdo do transporte e
da distribuicdo dos contaminantes presentes nessas
areas. O Brasil possui 25 regiGes metropolitanas das
quais 14 estdo localizadas em areas estuarinas, onde
estdo instalados os principais polos industriais e sis-
temas portuarios. A regido da Baixada Santista abri-
ga, além do maior porto da América Latina (Porto de
Santos), 0 maior pélo industrial do Pais e é conside-
rada como o maior exemplo de degradacdo ambien-
tal por poluicéo hidrica e atmosférica, de origem in-
dustrial, em ambientes costeiros do Brasil.!?1%%

Muitos trabalhos visando a avalia¢do da qualidade
ambiental desse estuario ja foram realizados.214192!
Pbde-se observar grande melhora na qualidade das
aguas em relagdo aos contaminantes avaliados,*® po-
rém os sedimentos se apresentam ainda contamina-
dos por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA),'2* entres outros compostos. Atividade geno-
toxica foi também observada nos locais mais
impactados.*®

Em relagéo as guas avaliadas ndo foram detectados
HPA e a atividade genotdxica foi detectada em ni-
veis muito baixos em alguns pontos especificos, ndo
apresentando correlagdo direta com os dados obti-
dos para as amostras de sedimentos.'® Apesar disso,
sabe-se que os sedimentos sdo importantes fontes
de contaminagdo da coluna d’agua, especialmente

quando ressuspendidos (e.g.: atividades de navega-
¢do e dragagem).t3

Os HPA sdo contaminantes ambientais ubiquitarios
encontrados no ar, no solo e na agua. Esses contami-
nantes sao compostos hidrofobicos com dois ou mais
anéis aromaticos fundidos, gerados durante a quei-
ma incompleta de matéria orgénica, naturalmente
presentes no meio ambiente (e.g.: incéndios flores-
tais naturais) ou relacionados a atividades huma-
nas. Entre estas, destacam-se a producéo de carvéo
Coque e gas, industrias petroquimicas e producéao
de 6leos combustiveis.'” Devido a persisténcia e ao
potencial mutagénico/carcinogénico de varios HPA
e seus derivados, freqlientemente tém sido realiza-
dos estudos sobre suas fontes/origem, ocorréncia,
transporte e comportamento nos diferentes compar-
timentos ambientais.?

Analisar quimicamente todos os contaminantes
genotoxicos e seus produtos de transformagdo no meio
ambiente é uma tarefa complexa. Por isso, bioensaios
como o Salmonella/Microssoma (Teste de Ames) tém
sido utilizados com sucesso para complementar as ana-
lises quimicas na caracterizacdo da qualidade das dguas
e dos sedimentos,6% especialmente de HPA, devido
a sensibilidade desse teste a essa classe de compostos.
Como as amostras ambientais sdo misturas complexas
contendo compostos tdxicos e ou genotoxicos, 0 uso
de técnicas seletivas de extragdo/concentragdo, como
o0 blue rayon e/ou procedimentos de clean up, podem
auxiliar a identificacdo de compostos presentes nos
extratos obtidos. Se combinadas com linhagens seleti-
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vas de Salmonella typhimurium do Teste de
Ames, podem sugerir as principais classes de
contaminantes genotoxicos presentes no am-
biente avaliado.

O blue rayon é o conjunto de fibras de raiom
inertes ligadas covalentemente ao pigmento
ftalocianina de cobre tiossulfato, um adsor-
vente seletivo para compostos organicos
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policiclicos, com trés ou mais anéis fundi-
dos em sua molécula.* Quando utilizado in
situ, as fibras de blue rayon permanecem imersas por
24h nos locais de amostragem e apds esse periodo,
sdo recolhidas e levadas ao laboratério para a elui¢do
e preparo dos extratos.®

A técnica de blue rayon in situ tem sido utilizada
com sucesso para a recuperacdo de HPA e de compos-
tos com atividade genotoxica®’ em ambientes aqua-
ticos. E utilizada especialmente em locais onde, por
outros métodos de extragdo/concentracdo de amos-
tras, os resultados observados para esses compostos
estavam abaixo do limite de deteccdo. As principais
vantagens dessa técnica sao a dispensa de coleta de
grandes volumes de amostras e maior representativi-
dade da amostragem.®

E reconhecida a necessidade de se monitorar a quali-
dade das aguas quanto a presenca de compostos
mutagénicos, especialmente onde ha ressuspensao de
sedimentos contaminados, como durante atividades
portuarias. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver uma estratégia para 0 monitoramento da
qualidade das aguas do estudrio de Santos quanto a
presenca de HPA e de atividade mutagénica.

METODOS

Foram selecionados dois pontos de amostragem no
estuério de Santos (Figura), sendo o ponto 1 (coorde-
nadas geograficas S 23°52°22,9”, W 46°22°44,2™)
equivalente ao ponto 5 do estudo realizado pela Com-
panhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(Cetesb)™ e o ponto 2 (coordenadas geograficas S
23°54°17.1”, W 46°20°09.1”) ao ponto 6 do mesmo
estudo. Ambos estdo sobre influéncia direta do regi-
me de maré e recebem a drenagem dos municipios de
Cubatéo, Santos e Guaruja. A agua é salobra nesses
pontos. O ponto 1 recebe diretamente o despejo dos
efluentes industriais de uma sidertrgica e de esgoto
domeéstico, e seu sedimento apresenta 0s maiores va-
lores de HPA da regido, chegando ao valor médio de
347 ug/g.r® O ponto 2 recebe principalmente esgoto
domeéstico e seu sedimento apresenta o valor médio
de HPA de 0,6 pg/g. Ambos estdo sob influéncia de
atividades portuérias, como dragagem e navegacdo.®

Figura - Pontos de amostragem no estuario de Santos, Sdo Paulo, 2002.

As mechas de blue rayon, previamente lavadas e apre-
sentando resultados negativos para o teste de Salmo-
nella/microssoma em microssuspensao,*® foram acon-
dicionadas em redes de nylon conectadas a uma
poita (5 kg) por meio de um cabo de nylon a uma
boia.?® Os conjuntos foram colocados nos pontos de
amostragem e as fibras permaneceram imersas por 24h.
Em cada ponto foram colocados 20 g de blue rayon,
divididos em quatro redes, cada uma com 5 g conec-
tadas a 40 cm da poita, mantendo-se sempre a mesma
distancia entre o blue rayon e o sedimento. Apds 0
periodo de 24h, o conjunto foi removido e as mechas
de blue rayon foram levadas ao laboratério, em fras-
co coberto e ao abrigo da luz, para realizagdo dos
procedimentos de preparo dos extratos.

As mechas de blue rayon foram retiradas das redes e
lavadas com &gua ultrapura (18,2 MQ), para a retirada
do material que ficou retido sobre as fibras, e ndo liga-
do as moléculas de ftalocianina de cobre tiossulfato,
até que a dgua de lavagem se apresentasse limpida. O
excesso de agua foi retirado com papel filtro (80 g/m2,
50 x 50 cm) limpo e as mechas transferidas para um
erlenmeyer para serem eluidas com a solugdo de meta-
nol/hidréxido de aménio 50:1 v/v na propor¢do de
200 ml para cada 1 g de blue rayon. As fibras em con-
tato com a solucdo de metanol/hidroxido de amdnio
50:1 v/v permaneceram sob agitacdo em agitador me-
canico a 120 rpm por cinco periodos de 1h, trocando-
se a solucdo de eluicdo a cada ciclo. Apés esta etapa, a
solucdo foi coletada em balGes de evaporagdo e 0
solvente foi eliminado em evaporador rotatério com
banho-maria a 40°C. O extrato seco foi ressuspendido
em volumes de 3 a 4 ml de metanol e transferido para
tubos de vidro limpos com tampa de teflon. Estes ex-
tratos foram armazenados a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz até 0 momento das analises.

Os extratos foram divididos em aliquotas, que foram
submetidas a analises de genotoxicidade por meio
do teste de Salmonella/microssoma em microssus-
pensdo® e ao fracionamento quimico em colunas de
silica gel/alumina para clean up.

Com o objetivo de facilitar a identificacdo e quantifica-
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¢ao relativa dos HPA foi utilizada a técnica de fracio-
namento quimico em colunas de silica gel/alumina des-
crito por Grifoll et al.2 Aliquotas equivalentes 5 a 10 g
de blue rayon dos extratos obtidos foram incorporadas a
1 g de alumina ativada e depositada sobre a coluna de
fracionamento previamente preparada com 8 g de silica
na porcéo inferior e 7 g de alumina na porgao superior.
Em seguida foi lavada com 30 ml de hexano, 30 ml
diclorometano (DCM), 30 ml de metanol e 30 ml de éter
etilico, nesta seqiiéncia. Foram utilizadas buretas de vi-
dro de 10/350 mm com torneiras de teflon como suporte
para a silica gel/alumina.

Foram coletadas seis fracfes de polaridade crescente,
sendo a primeira obtida pela adicdo de 20 ml de
hexano; a segunda, 20 ml de solucdo 10% de DCM
em hexano; a terceira, 40 ml de solucéo 20% de DCM
em hexano; a quarta, 20 ml de solucdo 75% de DCM
em hexano; a quinta, 40 ml de solucdo 5% de meta-
nol em DCM e a sexta, 40 ml de éter etilico. Todas as
fracdes foram coletadas individualmente e, ap6s a
secagem dos solventes sob fluxo de nitrogénio, fo-
ram submetidas ao teste de Salmonella/microssoma
em microssuspensao® para avaliagcdo da atividade
genotdxica. As fracGes nimero 3, nas quais sao espe-
rados os HPA, foram submetidas a analises cromato-
gréficas para a identificacdo e quantificacdo relativa
destes compostos. As fragcGes nimero 5 foram avalia-
das preliminarmente por cromatografia em fase gaso-
sa acoplada a espectrémetro de massas.

Foram realizados controles negativos das colunas
de silica gel/alumina por meio do procedimento in-
tegral de fracionamento em colunas que ndo conti-
nham amostra.

Os HPA mutagénicos benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(e)
pireno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno,

Blue rayon e teste Salmonella/microssoma
Kummrow F et al

dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno foram
avaliados nas fragcGes nimero 3 de todos 0s extratos
por cromatografia em fase gasosa (CG), visando a
sua identificacdo e quantificacao relativa (massa dos
HPA por grama de blue rayon). Na separacdo, foi
utilizada uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
mm) em um cromatografo Shimadzu modelo GC-17
equipado com detector de ionizag&o de chama (DIC).
Todas as injecdes foram realizadas em modo splitless
e 0 volume injetado foi de 1 pl. As temperaturas do
detector e do injetor foram 320°C e 300°C respecti-
vamente. A temperatura do forno variou de 100°C (1
min) a 280°C (26,5 min) com rampa de aquecimento
de 8°C min. A identificacdo dos HPA nas amostras
foi feita por comparagdo com os tempos de retencédo
de uma mistura de padrdes do fabricante Supelco. O
método do padrédo externo foi usado na quantifica-
cdo. Foram preparadas seis solucdes de concentra-
cOes diferentes de uma mistura padréo de 16 HPA.
Foram obtidas 16 curvas, uma para cada componen-
te. Na quantificacdo do benzo(e)pireno foi usada a
curva do benzo(a)pireno. Os coeficientes de corre-
lacdo (R) obtidos para as curvas foram maiores que
0,9990. Os limites de deteccdo variaram de 0,25 a
1,65 ng. Os resultados sdo expressos em ng de cada
um dos HPA por grama de blue rayon pois pela téc-
nica in situ ndo é possivel precisar a quantidade de
agua que entrou em contato com as fibras.

Os extratos foram submetidos ao teste de Salmonella/
microssoma em microssuspensdo, que é mais sensi-
vel que a técnica convencional® e mais adequado
guando se tem pequenas quantidades de amostra.
Foram avaliadas quatro diferentes linhagens (Tabela
1), que detectam diferentes tipos de mutacdo na pre-
senca e auséncia de ativacdo metabdlica e, preferen-
cialmente, distintas classes de compostos quimicos.
O sistema de ativacdo metabolica utilizado foi a fra-
¢do S9 de figado de rato Sprague Dawley induzido

Tabela 1 - Genétipo, tipo de mutacdo preferencialmente detectada e controles positivos das linhagens de Salmonella

typhimurium utilizadas.

Linhagem Genotipo Tipo de mutacdo Referéncia Controles positivos

de Salmonella detectada no DNA - S9 + S9

TA98 HisD3052, rfa, Abio, AuvrB, Deslocamento no 11* 4-NQO (0,125 2AA (0,625
pKM101 quadro de leitura pg/placa) ug/placa)

TA100 HisG46, rfa, Abio, AuvrB, pKM101 Troca de par de bases  11* 4-NQO (0,125 2AA (0,625

pg/placa) ug/placa)

YG1041 HisD3052, rfa, Abio, AuvrB, Deslocamento no 3* 4-NOP 2AA (0,03125
pKM101, pYG233 (produgao quadro de leitura (5 ug/placa) ug/placa)
aumentada das enzimas
acetiltransferase e nitroredutase)

YG1042 HisG46, rfa, Abio, AuvrB, Troca de par de 3* 2-NF (2,5 2AA (0,625
pKM101, pYG233 (produgao bases pg/placa) ug/placa)

aumentada das enzimas
acetiltransferase e nitroredutase)

*Correspondente ao numero na lista de referéncias.
4-NQO: 4-nitroquinolina-1-6xido

2-AA: 2-aminoantraceno

4-NOP: 4-nitro-o-diamino-fenilina

2-NF: 2nitrofluoreno
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Tabela 2 - Resultados obtidos no teste de Kado, em faixas de RM (razdo de
mutagenicidade) para os pontos 1 e 2, com as linhagens TA 98, YG 1041, TA
100 e YG 1042, na presenga e na auséncia de ativagdo metabdlica (mistura

S9). Santos, SP, 2002.
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vos. Os resultados de RM menor que 0,7
foram considerados toxicos. E possivel
que a toxicidade ocorra devido ao exces-

FracBes Campanhas TA 98 YG 1041 TA 100

so de dano no DNA, o que causa a morte

YG 1042

-9 +S9 -S9 +S9 -S9O +S9 -S9O  +S9 das bactérias-teste, bem como a presenca
B . PT";:°1 v de outros compostos nédo geno_téxicos;
i porém, toxicos as células bacterianas.
F-1 |
_— 'I' o IZ : Para as linhagens utilizadas, respostas po-
i sitivas na presenca de ativacdo metabdli-
F-3 [ [ Tox ca (mistura S9) e negativas na auséncia de
- ! | ativacio metabdlica, detectadas preferen-
0 cialmente em fragGes apolares, podem ser
F-5 [ I I atribuidas a presenca de mutagenos indi-
- : | retos, como os HPA n&o substituidos (ex:
i \ benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
Porto 2 benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, cri-
foul . L seno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno
Fo1 i (1,2,3-c,d)pireno).
1}
o | RESULTADOS
F-3 |
f Os resultados do teste de Salmonella/
o : microssoma em microssuspensao para os
F-5 [ extratos totais e fragbes foram apresenta-
" dos na Tabela 2 em faixas de razéo de
e I'I mutagenicidade (RM). As taxas de rever-
“NR: Teste nao realizado s80 médias obtidas para os controles ne-
Legenda: Faixas de RM H e A H
T [rRu<oz|om 2| Jema | |am o [N ¢ N gativos e positivos na auséncia e na pre-

com Aroclor 1254 (Moltox, Boone, NC), preparada
no momento do ensaio na concentracdo de 4% v/v
com adicdo dos cofatores adequados.t*

Por se tratar de uma avaliacdo preliminar da ativida-
de mutagénica, os experimentos foram realizados em
dose Unica, referente a 0,5 g de blue rayon/placa, em
triplicata, tanto para os extratos totais como para suas
respectivas fragdes. A utilizacdo de testes em dose
Unica também se deve a limitada quantidade de ex-
trato organico, que impossibilitou a realizagéo de ex-
perimentos de dose resposta para a avaliagdo de po-
téncias genotdxicas nas fracBes e nos extratos totais
com as diversas linhagens utilizadas.

O dimetilssulféxido (DMSO) foi utilizado como
solvente para os extratos totais e suas fragdes e como
controle negativo dos experimentos. Os resultados
do teste foram apresentados em faixas de razdo de
mutagenicidade (RM) ja que é dificil realizar uma
interpretacdo quantitativa de experimentos de dose
Unica. A RM é calculada pela razéo entre o nimero
de revertentes obtidos nas placas teste e 0 nimero de
revertentes dos controles negativos. Os resultados de
RM maior que 2,0 foram considerados como positi-

senca de S9 em nimero de revertentes por
placa foram apresentados na Tabela 3.

A avaliagdo preliminar da atividade mutagénica tes-
tou os extratos e suas fragdes apenas em dose Unica.
Apesar disso, foi possivel verificar que o ponto 1,
que contém os sedimentos mais contaminados do
estudrio e esta sujeito a influéncia direta de efluentes
de coqueria,’® apresentou maior freqiiéncia de resul-
tados positivos e valores de RM maiores que o ponto
2 nas duas campanhas. Este ponto 2 apresentou re-
sultados positivos apenas para a linhagem YG1041
na presenca de S9 nos extratos totais das duas campa-
nhas de amostragem e na fracdo 5 do extrato da se-
gunda campanha (Tabela 2).

No que se refere a mutagenicidade das fragdes dos
extratos obtidos no ponto 1, observou-se que na pri-
meira campanha as fracGes de nimero 2 a 6 apresen-
taram resultados positivos, sendo mais elevados nas
fracGes 2, 3 e 5 para a TA98, especialmente na ausén-
cia de ativagdo metabdlica. Para a YG1041, é prova-
vel que as doses testadas tenham sido muito altas,
pois se observou toxicidade tanto para a fragéo total
como para as fracbes menos polares (de nimeros 1 a
3). Isso indica excesso de dano ao DNA ou presenca
de compostos toxicos mas ndo mutagénicos. Na se-
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Tabela 3 - Média de namero de revertentes por placa das linhagens de Salmonella typhimurium na auséncia e na presenga

de S9 para os controles negativos e positivos.

Controles TA98 YG1041 TA100 YG1042

-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negativos 27 26 120 99 114 120 88 84
Positivos* 404 874 1.480 351 1.786 1.943 1.092 299

*Consultar a Tabela 1 para informacdes sobre os compostos e doses utilizadas

gunda campanha, em relacdo a linhagem TA98, as
fracBGes de numero 3, 5 e 6 foram positivas somente
na auséncia de S9, resultado ndo observado para o
extrato total. Tal fato se deve, provavelmente, a ele-
vada dose de extrato total utilizada, que leva ao de-
créscimo das razdes de mutagenicidade. No entanto,
para a linhagem YG1041, o extrato total apresentou
respostas ainda mais altas que as suas respectivas fra-
¢des. Respostas similares foram observadas para a
YG1042/TA100, porém em menor intensidade. Ex-
perimentos dose-resposta serdo necessarios para de-
terminar a poténcia das fragdes totais, permitindo a
avaliacdo quantitativa da resposta mutagéncia nos
pontos estudados.

Os resultados das analises cromatograficas realiza-
das nas frages 3 dos extratos para identificagdo/quan-
tificacdo relativa (em ng/g de blue rayon) dos HPA
sdo apresentados na Tabela 4. A presenca de HPA nédo
substituidos foi verificada nos extratos da primeira
campanha em ambos 0s pontos de amostragem e ape-
nas no ponto 1 na segunda campanha. Foram obser-
vadas grandes variacfes nas concentracfes desses
compostos, tanto em relagdo aos pontos como entre
as campanhas. Apesar da variabilidade dos dados, as
aguas do ponto 1 apresentaram concentracoes relati-
vamente maiores dos compostos analisados. Esses
compostos poderiam explicar a mutagenicidade ob-
tida, porém apenas aquela dependente de S9. Os re-
sultados dos testes de mutagenicidade apontam tam-
bém a presenga de outros compostos com atividade
genotdxica direta.

Além das fragBes 3, as fragbes 5 também indicaram

importante atividade mutagénica em ambos os pon-
tos de amostragem. Elas foram submetidas a analises
quimicas preliminares por cromatografia a gas aco-
plada a espectrometria de massas. Em ambos os pon-
tos e nas duas campanhas foram detectados os se-
guintes compostos: 9H-fluoren-9-ona (CAS: 486-25-
9), antraquinona (CAS: 85-68-1), 5H-fenantro[4,5-
bcd]piran-5-ona (CAS: 237-02-49-0), 7H-benzo[de]
antracen-7-ona (CAS: 82-05-3), benzo(c)acridina
(CAS: 225-51-4), 9-nitroso-9H-carbazol (CAS: 2788-
23-0) entre outros. Apenas a antraquinona, 7H-benzo
[de]antracen-7-ona e a benzo(c)acridina foram des-
critas como positivas para o teste de Ames. Para 0s
demais compostos ndo foram encontrados dados na
literatura consultada.

DISCUSSAO

Em relag8o ao tipo de atividade mutagénica detecta-
da no ponto 1, foram observados resultados positi-
vos tanto na presenca quanto na auséncia de mistura
S9 nos extratos totais. 1sso caracteriza a presenca de
compostos mutagénicos diretos, que ndo precisam
ser bioativados por enzimas do citocromo P450 (mis-
tura S9) e de compostos dependentes da ativacédo
metabolica. Na segunda campanha a alta resposta do
extrato total observada com a linhagem YG1041 em
relacdo a TA98, sugere a presenga de nitro-compos-
tos na coluna d’agua. Esse resultado é reforgcado pela
resposta da YG1042, que também é uma linhagem
mais sensivel a esta classe de compostos, e também
apresentou respostas positivas frente aos extratos das
duas campanhas. Os resultados positivos observados
no ponto 2 para a linhagem YG1041 na presenca de

Tabela 4 - Identificac8o e quantificacdo dos HPA nas fracbes 3 dos extratos de ambos os pontos, das duas campanhas com as

concentracbes em ng/g de blue rayon. Santos, SP, 2002.

HPA TR Branco Ponto 1 Ponto 2
Padréo Campanha Campanha Campanha Campanha
| 1l | Il
Benzo(a)antraceno 22,492 0,6 2625,4 24,0 2,0 -
Criseno 22,604 - 2761,6 42,1 4,0 -
Benzo(b)fluranteno 25,805 - 957,7 12,5 - -
Benzo(k)fluranteno 25,888 1,0 906,2 2,7 4,1 -
Benzo(e)pireno 26,795 - 878,5 21,4 - -
Benzo(a)pireno 26,871 1,1 1290,9 115 - -
Indeno(1,2,3-CD)pireno 32,550 - 3747 - - -
Dibenzo(A,H)antraceno 32,781 - 163,0 - - -
Benzo(G,H,l)pirileno 34,103 - 133,8 14,8 - -
Somatorio dos HPA - 2,7 10091,8 129,0 10,1 -

TR padrdo: Tempo de retencdo padréo
HPA: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
- Abaixo do limite de deteccdo do método
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S9 e negativos para a TA98 podem sugerir a presenca
de compostos com atividade mutagénica indireta, tais
como HPA ndo substituidos e algumas aminas aroma-
ticas, para as quais esta linhagem é mais sensivel.

Apesar das limitacBes dos resultados obtidos com
experimentos de dose Unica, pode-se observar que as
linhagens TA98 e YG1041 se mostraram mais sensi-
veis aos compostos genotoxicos presentes no ponto
1. Para o ponto 2, apenas a YG1041 apresentou res-
postas positivas. Portanto os dados sugerem que a
YG1041 é mais adequada para 0 monitoramento da
atividade mutagénica das aguas desse estuario.

As altas concentracdes de HPA observadas durante a
primeira campanha no ponto 1 podem ser atribuidas
tanto ao langcamento de efluentes contendo HPA du-
rante o periodo de amostragem como ao fluxo de em-
barcacdes no cais da siderdrgica (que poderiam estar
emitindo descargas contendo HPA provenientes da
queima de combustiveis). Outra causa que ndo pode
ser descartada € a ressuspenséo do sedimento por meio
da turbuléncia que a navegagdo é capaz de provocar,
levando a presenca de sedimentos contendo os HPA
ou seus produtos de transformacéo na coluna d’agua.

Na segunda campanha, foram observadas no ponto 1
concentragBes mais baixas dos HPA apesar das eleva-
das concentracdes desses compostos e da atividade
genotoxica presente no sedimento desse local.*® Nor-
malmente, os HPA estdo presentes em baixas concen-
tracdes na coluna d’agua devido a sua baixa polarida-
de. Por isso, tendem a ficar aderidos ao material
particulado e ao sedimento.®*>'® O trabalho realizado
por Nogami et al*® encontrou que 60-70% do total de
benzo(a)pireno presente em amostras de agua estdo
associados aos solidos suspensos e apenas o restante
na forma soldvel. Assim sugere-se que se nao houver
ressuspensao do sedimento a tendéncia é que os HPA
estejam presentes na 4gua em concentragdes baixas.

As baixas concentracdes de HPA e a baixa atividade
genotoxica observada no ponto 2 sdo esperadas, uma
vez que este local ndo esta sob influéncia direta de
fontes de HPA, como acontece no ponto 1. Essa baixa
contaminacdo pode ser explicada pela deposicao at-
mosférica e pela navegacdo existente na regiao.

Rev Salde Publica 2006;40(5):890-7

Kira et al,® utilizando a técnica de blue rayon in situ
na regido da llha Seto (Japéo), verificaram a presenca
de benzo(a)pireno em &gua salgada em concentra-
cOes de 0,5 a 19,5 ng/g de blue rayon. Nesses extratos
foi realizado o teste de Ames em dose Unica de 0,22 g
equivalentes de blue rayon por placa com a linha-
gemYG1024 (similar aYG1041) na presenca de S9 e
os resultados, em RM, variaram entre de 3 e 14. Esses
valores de RM foram similares a atividade mutagénica
detectada no ponto 1 (Tabela 2). Porém Kira et al®
observaram que nao ha correlagdo direta entre o au-
mento nas concentracfes de benzo(a)pireno e o au-
mento na atividade mutagénica. Em outro estudo,
realizado por Kira et al” na mesma regido, foram de-
tectadas concentragdes de benzo(a)pireno entre 0,09
e 5,71 ng/g de blue rayon, valores inferiores aqueles
observados em 1995.

Comparando-se os resultados da Ilha de Seto com os
resultados do estudrio de Santos, verificou-se que este
Gltimo apresentou concentragdes mais elevadas, che-
gando a até 1290,9 ng/g de blue rayon. Os resultados
do teste de Salmonella/microssoma em microssus-
pensdo, obtidos no presente trabalho, também néo
sugerem uma correlagdo entre as concentracoes de
HPA e a mutagenicidade detectada.

Em conclusédo, a técnica de blue rayon in situ mos-
trou-se eficiente na recuperagéo de compostos poli-
ciclicos com atividade mutagénica. As analises qui-
micas e o teste de mutagenicidade realizado indi-
caram que, além dos HPA, outros compostos muta-
génicos estdo presentes nas aguas do estuario de
Santos.

A combinacéo do ensaio Salmonella/microssoma em
microssuspensdo com técnica de blue rayon in situ
parece ser uma estratégia adequada para 0 monitora-
mento eficiente da qualidade das aguas dessa regido
em relacdo a presenca de compostos genotoxicos,
complementando as analises quimicas. Entre as li-
nhagens de Salmonella avaliadas no presente traba-
Iho, a YG1041 se mostrou mais sensivel e adequada
para 0 monitoramento da qualidade das aguas do es-
tuario de Santos quanto & presenca de compostos
policiclicos genotdxicos, sendo capaz de discrimi-
nar locais com diferentes graus de contaminacao.
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