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INTRODUCAO GERAL

Os seres humanos sempre dependeram de fontes naturais, renovaveis ou nao, para a
subsisténcia, e toda acdo humana sempre gerou impactos no meio ambiente. Esses efeitos,
hoje, podem ser decorrentes de um crescimento desordenado, expansdo agricola, poluicao
(Jenkins & Joppa, 2009). Os reflexos dessa ma conduta sdo vistos, por exemplo, nas
mudangas climdticas, na perda de habitats, na extingdo de espécies animais e vegetais € no

aumento do desmatamento (Coelho et al., 2006).

Uma ferramenta primordial que busca reduzir esses impactos ¢ a delimitacdo de areas
protegidas, cujo conceito, de acordo com a Unido Internacional para a Conversagdo da

Natureza (IUCN), é:

“uma 4rea com limites geograficos definidos e
reconhecidos, cujo intuito, manejo e gestdo buscam
atingir a conservagdo da natureza, de seus servigos
ecossistémicos e valores culturais associados de

forma duradoura, por meios legais ou outros meios

efetivos (IUCN, 1994).”

Nesse sentido, fez-se necessaria a criagao e implantagdo de areas protegidas, como as
Unidades de Conservagao (UCs), que sdo definidos como “espagos territoriais e recursos
ambientais com caracteristicas relevantes, com objetivos de conservagdo de limites definidos
e regime especial de administra¢do, ao qual se aplicam garantias adequadas de
prote¢ao” (BRASIL, 2000). Essas areas tém como finalidade, majoritariamente, a
preservacao integral da biodiversidade: da flora, da fauna, do solo, da agua e de outros
recursos naturais, conciliando objetivos cientificos, educacionais e recreativos (RIO
GRANDE DO SUL, 2017). Segundo Alho (2008), entre os beneficios da delimitagao de uma
UC, pode-se destacar a conservacao dos solos, a regulacdo do regime hidrico e a manutengao
das condigdes climaticas, que sdo alguns dos fatores que impactam diretamente a producao

agropecuaria e a qualidade de vida da populagao.



A ocupagdo humana irregular e os fatores associados, como a extragdo de granito, a
criacdo agropecuaria, a introdugdo de espécies exoticas, a ocorréncia de queimadas estdo no
historico conflituoso da area do Parque Estadual de Itapud, localizado em Viamao/RS. Este
ecossistema ¢ a ultima amostra dos remanescentes naturais da paisagem da regido
Metropolitana de Porto Alegre e abriga a maior diversidade de ecossistemas dentre os
parques estaduais do Rio Grande do Sul, além de um ntimero significativo de espécies raras e
endémicas, colocando-o em posi¢do de destaque quanto a preservagdo e manuten¢do do
equilibrio ecoldgico (RIO GRANDE DO SUL, 1997). Por estas razdes bioldgicas valiosas,
Itapud ¢ classificado como Unidade de Conservagdo de Prote¢ao Integral. Dessa forma,
busca-se manter o ecossistema livre de alteragdes antrdpicas, admitindo apenas o uso indireto
dos recursos naturais. O parque também ¢ espaco para programas de educacdo ambiental e

turismo ecologico, além de pesquisas cientificas (RIO GRANDE DO SUL, 1997).

Desde 1991, a Lagoa Negra faz parte da area protegida. Caracterizada por aguas
bastante 4cidas e alto teor de matéria organica, ela ganha destaque por ser a Unica lagoa de
aguas escuras existente na planicie costeira do Estado (Volkmer-Ribeiro, 1981). Em razao
destas peculiaridades, tanto da lagoa quanto do parque, faz-se necessaria a investigacao
cientifica destes ambientes. Na literatura, hd poucos trabalhos fundamentados na Lagoa

Negra e, quando existem, ja datam mais de dez anos.

O monitoramento ambiental ¢ uma ferramenta para avaliar a presenca de impactos no
ambiente, dimensionando a magnitude destes e buscando adog¢do de eventuais medidas
preventivas (Bitar & Ortega, 1998; Guerra, 2015). Colher e compilar as informagdes sobre o
estado de um ambiente ¢ essencial para compreender a sua evolugdo ao longo do tempo,
sendo um instrumento importante para tomadas de decisdo para manutengdo do equilibrio

ecologico.

Dentre as estratégias utilizadas no monitoramento ambiental estd a avaliagdo
ecotoxicologica, que incluem andlises fisico-quimicas associadas a métodos biologicos. Essa
metodologia permite estimar em diferentes graus os efeitos ecotoxicolégicos — tdxicos ou
genotdxicos — nas amostras ambientais. Desses, os ensaios de toxicidade cronica avaliam
alteragoes fisiologicas em organismos modelo, enquanto os de toxicidade aguda, mensuram
morte ou imobilidade dos organismos. A avaliagdo de genotoxicidade, por sua vez, analisa

alteragdes genéticas que podem ser em células somaticas ou reprodutivas (FEPAM, 2008). A
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atividade genotdxica também pode ser avaliada através de bioensaios que medem alteracdes
genéticas em nivel molecular. O ensaio Sa/monella/microssoma ¢ um bom exemplo, pois tem
sido usado como metodologia basica para estudos do potencial genotoxico devido ao
continuo aprimoramento e amplo uso com diferentes amostras ambientais: solo, agua
superficial, sedimentos, compartimento atmosférico, entre outros (Vargas, et al., 2001;
Claxton et al., 2010). E evidente a importancia de realizagdo do biomonitoramento em
diferentes compartimentos ambientais através das mais variadas estratégias. A avaliagdo de
dano genotoxico, se constitui numa importante ferramenta na prevencao, conservagao € uso
sustentdvel do ambiente, porque possibilita a detecgdo precoce de substancias com
capacidade reativa ao material genético dos organismos, que podem causar danos celulares

cumulativos.

Portanto, investigar e compreender as dindmicas dos ambientes, principalmente onde
houve e/ou ha interferéncia humana, faz-se fundamental para a tomada de medidas
preventivas. Com esse enfoque e tendo conhecimento do historico de ocupacdo humana na
area adjacente do P.E. Itapud, mostram-se essenciais estudos que contribuam com
informagdes, dados e andlises disponibilizadas visando a conserva¢do e prote¢ao efetiva
desses ambientes raros e de extrema importancia para a manutengdo da biodiversidade do

Estado do Rio Grande do Sul.

Lagoa Negra (ponto LNO3), dia 06 de setembro de 2019.
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ARTIGO

O presente trabalho resultou na
elaboracdo de um artigo cientifico
que relata a investigagdo
genotoxicologica de amostras

ambientais da Lagoa Negra.

O manuscrito a seguir foi formatado
seguindo as normas editoriais da

Revista Brasileira de Biociéncias.

As tabelas e figuras essenciais
seguem ao longo do texto para

melhor compreensao.
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Analise genotoxicologica de uma lagoa de aguas escuras em uma unidade de

conservaciao no sul do Brasil

RESUMO: Ensaios com biomarcadores de genotoxicidade avaliam os efeitos de
contaminantes a nivel molecular, celular, tecidual nos organismos e sdo essenciais para o
monitoramento ambiental. Com esse proposito, um dos mais utilizados em razdo da sua
sensibilidade € o ensaio Sa/monella/microssoma. Ele avalia a presenca de compostos toxicos
no ambiente através de danos no cddigo genético de linhagens de bactérias modificadas
geneticamente e, comparado com outros bioensaios, ¢ rapido e pratico. A necessidade de
comparagdo entre os resultados obtidos, em ambientes contaminados ou ndo, implica na
busca por areas de referéncias, onde os valores basais indicam os processos naturais que
ocorrem no ecossistema. Em uma abordagem original, o presente estudo propde avaliar o
potencial mutagénico da agua superficial e agua intersticial do sedimento da Lagoa Negra,
situada em uma unidade de conservagao que, historicamente, teve seu entorno antropizado.
Amostras totais de dgua e sedimento de trés pontos, coletadas na margem sul da lagoa em
uma campanha amostral piloto, foram submetidas ao ensaio Salmonella/microssoma, método
de microssuspensao, com e sem ativacdo metabdlica (S9). Foi observada atividade
mutagénica nas amostras de agua intersticial do sedimento em bioensaios com acdo indireta
(LNO1 TA100+S9 0.14+0.073Rev/uL; LNO2 TA98+S9 0.07+0.008Rev/uL; LNO3 TA98+S9
0.12+0.047Rev/uL). As caracteristicas naturais da lagoa formam um ambiente impar,
entretanto podem induzir resultados positivos nesta area sem historico de contaminagao. Este
estudo embora sirva como alerta, requer dados complementares incluindo pardmetros
bioticos, analises quimicas ¢ de genotoxicidade em outros pontos de amostragem e em
diferentes estacOes climaticas. O cruzamento desses dados poderd auxiliar a compreender

melhor a condi¢do ambiental da Lagoa Negra.

Palavras-chave: Ensaio Sa/monella/microssoma, biomarcadores de genotoxicidade, Lagoa

Negra, Parque Estadual de Itapua.
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Genotoxicology evaluation of a dark water lagoon in a protected area in Southern Brazil

ABSTRACT: Genotoxicity biomarker assays evaluate the effects of contaminants at
molecular, cellular, and tissue levels on the organisms and are essential for environmental
monitoring. For this purpose, one of the most used due to its sensitivity is the Salmonella/
microsome assay. This assay assesses the presence of toxic compounds in the environment
through damage to the genetic code of bacterial strains that were genetically modified, also it
is practical as compared to other bioassays. The need to compare the results obtained in
contaminated or not contaminated environments implies the search for reference areas, where
the basal values indicate the natural processes that occur in the ecosystem. In an original
approach, the present study proposes to evaluate the mutagenic potential of surface water and
interstitial water of sediment of the Negra Lake, located in a conservation unit that
historically had its surroundings anthropized. Total water and sediment samples of three sites,
collected on the south shore of the lagoon in a pilot sampling campaign, were submitted to
Salmonella/microsome assay, microsuspension method, in the presence and absence of
metabolic activation (S9). Mutagenic activity was observed in the interstitial water samples
of the sediment in bioassays with indirect action (LNO1 TA100+S9 0.14+0.073Rev/uL; LN02
TA98+S9 0.07+0.008Rev/uL; LNO03 TA98+S9 0.12+0.047Rev/uL). The natural
characteristics of the lagoon form a unique environment, however they can induce positive
results in this area without a historical contamination. This study, although it serves as an
alert, requires additional data including biotic parameters, chemical and genotoxicity analyses
at other sampling sites and at different climatic seasons. The crossing of these data can help

to better understand the environmental condition of Negra Lake.

Key-words: Salmonella/microsoma assay; biomarkers of genotoxicity; Negra Lake; Itapua

State Park.
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I. Introducao

O Parque Estadual de Itapua (PEI), Viamao/RS, ¢ uma Unidade de Conservacao (UC)
de Protecao Integral. A Lagoa Negra integra o complexo lagunar da Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul, Bacia do Guaiba, sendo o elemento hidrografico mais destacado da planicie
arenosa pela coloracdo escura caracteristica de suas dguas. Ela possui 17,5km? de superficie,
aproximadamente, cerca de 19km? da area total do Parque e ¢ um modelo natural na evolucao
dos corpos lagunares da faixa costeira do Rio Grande do Sul (RIO GRANDE DO SUL, 1997,
Volkmer-Ribeiro; 1981). De 4aguas levemente acidas e rasas — profundidade média menor
que 2,5 metros — a lagoa tem alta taxa de nutrientes, em razdo da grande quantidade de
matéria organica vegetal em suspensdo e no sedimento de fundo, com concentracdes elevadas
de 4cidos organicos dissolvidos, principalmente de acidos humicos e fulvicos, que
caracterizam a lagoa como distrofica (Kishi, 1991; Irgang, 2003; De Luca, 1991; Aguiar,
2008). Em suas margens hd vegetacdo tipica de areas turfosas, conferindo coloragdo
amarronzada a agua, caracteristica das “aguas negras” (bog-waters), sendo a Unica lagoa na
planicie costeira do sul do Brasil com esse padrdo (Rutnner, 1963; Volkmer-Ribeiro; 1981;

Esteves, 1998; Ramgrab et al., 2000).

Por se tratar de um ambiente aquatico situado em uma Unidade de Conservagao, de
acordo com a Resolucao n°® 357/05 do CONAMA (BRASIL, 2005), as aguas da Lagoa Negra
sdo inseridas na Classe Especial. Apesar disso, desde a década de 1950, a area passou a sofrer
impacto antrépico com o barramento das dguas para irrigacdo de lavouras de arroz, pratica
agricola bastante acentuada na regido norte da lagoa (Aguiar, 2008). As lavouras de arroz
irrigado podem prejudicar as propriedades fisicas e quimicas do solo e das dguas superficiais
e subterraneas (ANA, 2009). Além disso, no ambiente proximo da irrigacdo pode ocorrer
lixiviagdo e escoamento de agrotoxicos, pesticidas e outros insumos, e a devolugdo do
material com carga elevada de sedimentos, aos corpos hidricos, pode provocar assoreamento
e polui¢do quimica (Lipp-Nissinen, 2018). Os efluentes das areas agricolas podem conter
excesso de nutrientes, principalmente Nitrogénio e Fosforo, além de compostos quimicos
poluentes e substancias genotoxicas. Estudos mostram que essas substancias induzem danos
genéticos e toxicoldgicos (Stahl, 1991; Valent ef al., 1993; Vargas et al., 2001; Telles, 2002;

Prusch, 2019). Uma altera¢do das condig¢des fisico-quimicas do corpo hidrico pode gerar
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impactos negativos no ecossistema, como perda da biodiversidade e extingdo de espécies

(Sayer & Roberts, 2001).

No ambiente aquatico os contaminantes tém maior intera¢gdo com o0s componentes
abidticos e bidticos do sistema, dependendo das caracteristicas proprias de cada corpo hidrico
(Sisinno & Moreira, 2013). Essas substancias podem sofrer dispersdo, deposi¢do/
sedimentacdo, bioacumulacdo, interferindo no fluxo de energia e nutrientes da cadeia
biologica, ou ainda persistirem estaveis por longo periodo de tempo (Holtz, 2000; Tagliari et
al., 2004). O material particulado em suspensdo ¢ depositado ao longo do tempo no
sedimento. Este compartimento ambiental mantém o histérico de contaminagdo de uma area e
pode atuar ainda como uma fonte de contaminantes para a coluna d’adgua, em perturbacdes
naturais ou antropicas (Fronza, 2006). Alguns contaminantes podem ainda reagir com as
espécies quimicas naturalmente presentes, resultando em misturas complexas que provocam

efeitos desconhecidos (Schnoor, 1996; Lemos, 2011).

O monitoramento ambiental a partir de ensaios com biomarcadores de genotoxicidade
compdem uma ferramenta adequada para mensurar possiveis efeitos de agentes quimicos em
nivel molecular, celular e tecidual nos organismos (Van der Oost et al., 2003; Ohe et al.,
2004; Souza, 2006). O bioensaio Salmonella/microssoma ¢ a metodologia mais empregada na
avaliagdo de amostras ambientais complexas, sendo utilizado pela comunidade cientifica e
agéncias de controle (Mortelmans & Zeiger, 2000; Chen & White, 2004). Ap6s modificacdes
que elevam a sensibilidade na deteccdo de substancias mutagénicas, este ensaio avalia
alteracdes causadas na estrutura ou funcionamento do DNA com linhagens de bactérias
geneticamente modificadas associadas a homogenatos de células microssomais de ratos

(Maron & Ames, 1983; Umbuzeiro & Vargas, 2003; Claxton et al., 2010).

O uso do solo no entorno da lagoa provocou alteracdes morfoldgicas na area que
podem influenciar na qualidade das 4aguas da lagoa Negra (Moura-Fujimoto, 1997; Irgang,
2003; Aguiar, 2008). Apesar disso, varios estudos mostram que a unidade de conservagio
ainda ¢ uma 4rea de referéncia para bioensaios de genotoxicidade, apresentando niveis basais
de respostas para mutagenicidade (Silveira et al., 2003; Villela et al., 2006a, 2006b, 2013;
Meyer, 2008). Neste sentido, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o potencial mutagénico da
agua superficial e da 4gua intersticial de sedimento da Lagoa Negra pelo bioensaio

Salmonella/microssoma, um diagnostico inédito para este corpo hidrico, elucidando a
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possivel atividade de compostos genotoxicos neste ambiente lacustre que é o limite fisico
entre a Unidade de Conservacdo e as areas antropizadas adjacentes. Os dados produzidos no
desenvolvimento desta pesquisa auxiliardo na compreensdo das condi¢cdes ambientais do
ecossistema estudado e em tomadas de decisdo, manejo e/ou gestdo da lagoa em si, além de
fomentar possiveis acdes de preservagdo futuras para as areas adjacentes a lagoa Negra e ao

Parque Estadual de Itapua.

II. Material e Métodos

Amostragem

O estudo foi realizado na Lagoa Negra, que compoe a paisagem hidrica do Parque
Estadual de Itapud, uma unidade de conservacao da regido metropolitana de Porto Alegre
(Figura 1). Uma coleta foi realizada no periodo final da estagdo de inverno (06/09/19). No
local, foram escolhidos trés pontos para coleta, na por¢do que margeia a Lagoa dos Patos em
um segmento de terras que alcanga 6 km de extensao, onde existe a Praia de Fora, conhecida
por ser um local de visitagdo do Parque. Os pontos foram nomeados com as letras iniciais da
lagoa (LN). Definiu-se LNO1 (30°22'46"S; 51°0'33"W) como o primeiro ponto de coleta por
ser o local de chegada a Lagoa. Em seguida, o ponto LN03 (30°23'26"S; 50°58'21"W) foi o
local mais distante e acessivel por estrada de terra que fora alcangcado nesta margem com
possibilidade de coleta. Por fim, a escolha do ponto LN02 (30°23'01"S; 50°58'57"W) deu-se
pela equidistancia deste entre os demais. As amostras de agua foram coletadas em frascos
DBO esterilizados, posteriormente envoltos com aluminio. Da mesma maneira, as amostras
compostas de sedimento foram coletadas e acondicionadas em frascos de vidro, envoltos por
aluminio. As amostras foram transportadas refrigeradas ao laboratorio e estocadas a 4 °C até
os devidos procedimentos de extracdao, seguindo cada protocolo (APHA, 1992). Em cada
ponto amostral, foi mensurada a condutividade elétrica, concentragdo de oxigénio dissolvido,
temperatura da agua, turbidez, salinidade e pH com o auxilio de uma sonda multiparametro
EXO 1 (XYL). Ainda, foi medida a profundidade total e do ponto de coleta de 4gua e a

transparéncia da 4gua com o auxilio de Disco de Secchi.
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Figura 1: Imagem aérea do local de estudo (Google Earth, 2019). Fonte: Ismael Kriiger Pescke.

Preparagao de amostras

As amostras de agua superficial foram retiradas dos frascos DBO e esterilizadas
utilizando filtros Millipore 0.45 pm. Para separar e extrair a dgua intersticial, a amostra de
sedimento passou pelo processo de centrifugacdo (10.000 Xg, durante 10 minutos a 4 °C),
onde 20 mL do sobrenadante de cada amostra foram esterilizados com filtros Millipore 0.45
um. Apds a esterilizagdo, as amostras de agua superficial e agua intersticial foram
armazenadas em microtubos de centrifuga devidamente identificados, em aliquotas de 1,5
mL, estocados a -20 °C. Os filtros utilizados neste processo, ou seja, com o material organico
retido, foram armazenados em béqueres contendo 2 mL do solvente dimetilsulfoxido

(DMSO) por um periodo de 20 horas antes do bioensaio.

Ensaio de Mutagénese e Citotoxicidade: Salmonella/microssoma

As atividades mutagénicas e citotoxica das amostras foram avaliadas através do
ensaio Salmonella/microssoma, método de microssuspensao (Maron & Ames, 1983; Kado et
al., 1986). O bioensaio avalia alteragdes no DNA através de linhagens de S. typhimurium
auxotroficas para o aminoacido histidina (his"), ou seja, elas ndo sintetizam este aminoacido e

ndo crescem em meio de cultura minimo, a ndo ser que mutacgdes restaurem a sua capacidade
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de sintese, como pela acdo de um mutageno. Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens
TA98 (hisD3052, frameshift GC, rfa, Auvrb, pKM101) que detecta compostos mutagénicos
por erro no quadro de leitura, e a linhagem TA100 (hisG46, base pair substitution GC, rfa,
Auvrb, pKM101) que caracteriza substitui¢do de pares de bases nitrogenadas. Os ensaios
foram realizados na presenca e auséncia de metaboliza¢do (S9), uma mistura de células de
figado de rato induzidas por Aroclor1254 (Moltox S.A). A figura 2 esquematiza o processo

do bioensaio.

ﬂwslru *

Cepa Salmonella

Incubaga l0 Mei .. .
90min 37°C leio minimo com
Histidina ¢ Biotina

Estufa 72h a 37<C

Mix com agar
de superficie

Fragdo S9 ou TP 0,1 Colonias Revertentes

Figura 2: Esquema-sintese do bioensaio Sa/monella/microssoma método de microssuspensao.

Fonte: Ismael Kriiger Pescke.

Os volumes de amostras utilizados nos ensaios foram 50, 100, 200, 300 e 400 uL, em
duplicada. J& para os ensaios com amostras de material orgdnico retido em filtros, as
concentragdes foram 5 e 10 pL por placa. Em todos os ensaios foram utilizados controles
negativos de meio nutriente liquido (controle de cepa) e 4gua deionizada estéril ou
dimetilsulfoxido DMSO (controles de solventes), que definem a mutacdo espontinea
caracteristica de cada linhagem. Como controles positivos foram utilizados Azida Sédica
(AZS, CASRN 26628-22-8, Merck do Brasil) e 4-Nitroquinoleina-1-oxido (4NQO, CASRN
56-57-5, Sigma Chemical Company) em ensaios sem S9 mix ¢ 2-Aminofluoreno (2AF,

CASRN 153-78-6, Sigma Chemical Company) com S9 mix.
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As amostras foram consideradas mutagénicas quando apresentaram ANOVA
significativa (p < 0,05) e dose-resposta positiva (p < 0,05). Esta poténcia mutagénica
expressa em numero de revertentes por unidade de amostra (Rev/unidade de amostra) foi
analisada no software SALANAL (Salmonella Assay Analysis, version 1.0, Research Triangle
Institute, RTP, North Carolina, EUA), selecionando os modelos de regressdo linear ou
Bernstein (Bernstein, 1982). A concentragdo da mutagénese efetiva (CME), que marca o
critério classico de duplicar o niimero de revertentes espontaneos, foi calculada para
comparar a sensibilidade das diferentes linhagens. A citotoxicidade das amostras foi definida
quando a porcentagem de células sobreviventes (apds 72 horas de incubacdo) foi inferior a

60% em relagdo ao valor do controle negativo (Vargas, 1993).

III. Resultados e Discussao

As amostras foram submetidas ao ensaio Salmonella/microssoma, método de
microssuspensao, com as linhagens TA98 e TA100, com agao direta (-S9) e indireta (+S9) de
fracdo de metaboliza¢do de rato in vitro. Nao foram observadas atividades mutagénicas nas
amostras de agua superficial total nos ensaios realizados. Entretanto, as amostras de agua
intersticial de sedimento, naturalmente concentradas nesta matriz, apresentaram
mutagenicidade com a detec¢do pelas duas linhagens, em ensaios com fragdo de
metabolizacao in vitro (S9). Os valores da Tabela 1 s3o os resultados considerados
estatisticamente mutagénicos e expressos em numero de coldnias revertentes por microlitro
de amostra (Rev/uL), o que determina a poténcia mutagénica. No ponto LNO1, os valores
para TA100+S9 de 0.14+0.073 Rev/pL indicaram mutagdes por substituicdo de pares de
bases nitrogenadas. Ja para os pontos LN0O2 e LNO3, as respostas positivas para TA98+S9
atingiram valores de 0.07+0.008 Rev/uL e 0.12+0,047 Rev/uL, respectivamente, causados
por mutagdes de erro no quadro de leitura. Os bioensaios que avaliaram a presenga de agentes
mutagénicos no material organico retido nos filtros Millipore ndo apresentaram respostas

positivas. Nenhuma amostra apresentou citotoxicidade (dados ndo mostrados).

O numero de colonias revertentes espontaneas ¢ diferente e caracteristico das
linhagens utilizadas. Sendo assim, para definir a sensibilidade dos ensaios de forma

comparativa foi realizado o célculo de dose mutagénica efetiva (D.M.E.): a dose necessaria
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para duplicar a taxa espontdnea. De acordo com os valores apresentados na Tabela 1, a

linhagem TA98 mostrou-se mais sensivel, uma vez que apenas 297.62 uLL de amostra de agua

intersticial ja indica o dobro do niimero de coldnias revertentes espontaneas obtidas frente ao

solvente. Ja a resposta menos sensivel foi observada para a linhagem TA100, onde seria

necessario praticamente o triplo do volume de amostra para duplicar o nimero de colonias

his* por placa (914.28 uL). Os valores de mutagdo espontanea encontrados estdo na faixa

observada nos dados historicos do laboratorio.

Tabela 1: Resultados da poténcia mutagénica das amostras de dgua intersticial do sedimento

dos pontos da Lagoa Negra (P.E. Itapud) analisadas pelo ensaio Sa/monella/microssoma,

método de microssuspensdo, na presenca e auséncia de fracdo de metabolizacdo in vitro (S9).

Pontos Rev/uL 2 D.M.E.?b M. Esponténea © Controle Positivo 4
de  Ensaio

coleta TA98 TA100 TA98 TA100  TA98 TA100 TA98 TA100

+S9 —c 0.14+0.073 - 91428  25(«1) 128(7) 219 242
LNO1

-S9 — _ _ _ _ — _ _

+S9 0.07+0.008 - 357.14 — 25 (1) 128 (x7) 219 242
LNO2

-S9 — _ _ _ _ — _ _

+S9 0.124£0.047 - 297.62 - 25 (1) 128 (*7) 219 242
LNO3

-S9 _ _ _ _ — — _ _

a Revertentes por microlitro de amostra. ® Dose

mutagénica efetiva (uL). ¢ Coldnias revertentes

espontaneas no controle de solvente (Rev/placa, média = Desvio Padrdo). ¢ Colonias revertentes

induzidas no controle positivo (Rev/placa, média). ¢ Atividade mutagé€nica ndo detectada.

Tabela 2: Condigdes fisico-quimicas nos pontos de coleta na Lagoa Negra (P.E. Itapud).

LNO1 LNO02 LNO03
Condutividade pS/cm 71.5 74.1 68.9
Oxigénio Dissolvido mg OD/L 10.06 9.95 10.03
Profundidade coleta m 0,2 0,2 0,2
Profundidade total m 1,1 0,8 1
Salinidade (g/L) g/L 0,03 0,03 0,03
Temperatura da agua oC 14,55 15,77 15,24
Temperatura do ar oC 16,25 17,42 16,26
Transparéncia da agua m 0,13 0,16 0,11
Turbidez UNT 117 90 119
pH unid pH 6.67 6.68 6.67
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Os pequenos volumes de amostra avaliados neste trabalho foram adequados em razao
da eficiéncia do ensaio Salmonella método de microssuspensao, além deste ser comumente
proposto para avaliar amostras ambientais complexas (Kado et al., 1986; Claxton et al.,
2010). Nao foi detectada mutagenicidade nas amostras de agua superficial total,
possivelmente pelos fatores abidticos, principalmente ventos, bastante dinamicos que atuam
na coluna d’agua, alterando a estrutura e composicdo deste compartimento ambiental

(Volkmer-Ribeiro, 1981; Callegaro, 1981).

As respostas genotoxicas positivas observadas em agua intersticial do sedimento
mostram a eficiéncia deste compartimento em fixar compostos naturais ou antrépicos no
ambiente. Essas amostras obtiveram poténcia mutagénica positiva em ensaios com fracao de
células hepaticas (S9), que simulam a fungdo protetora do sistema hepatico de mamiferos e
outros vertebrados. Isso indica que, no sedimento coletado, hd compostos pro-mutagénicos,
ou seja, que geram produtos genotoxicos apos a metabolizagdo. Esta por¢cdo de sedimento
analisada estd na zona de interface de fundo, assim a dgua intersticial estd biodisponivel aos
seres que habitam este compartimento, bem como propensa a receber produtos organicos
complexos, resultado de reagdes quimicas naturais, onde a deposicdo de compostos pode

alterar o fluxo de energia e nutrientes da cadeia biologica (Holtz, 2000; Tagliari et al., 2004).

O aporte abundante de matéria organica em suspensdo na coluna d’agua e depositada
no sedimento da lagoa pode levar a uma taxa elevada de decomposicao bioldgica. Apesar
disso, a concentracao relativamente alta de oxigénio dissolvido verificada nos locais de coleta
¢ indiretamente resultado da acdo dos fortes ventos responsaveis pela homogeneizagao do
ambiente aquatico e também pela baixa transparéncia na coluna d’agua (Volkmer-Ribeiro,
1981; Callegaro, 1981). Assim, o papel desempenhado pelos ventos na mistura do corpo
hidrico, e dada a profundidade rasa do mesmo, ndo ha formacao de estratificagdo quimica na
lagoa e, dessa maneira, ndo ocorre esgotamento de oxigénio pelas substincias organicas em
decomposi¢ao no humo gelatinoso que compde o fundo da lagoa.

O processo natural de decomposi¢do predispde aumento na concentracdo iOnica e
consequente elevacdo na condutividade elétrica (Zuccari, 1991; Julio et al., 1997; Esteves,
1998; Vasconcelos-Segundo & Froehner, 2016). Porém, os valores de condutividade elétrica
moderadamente altos observados podem estar relacionados com a composicdo 4cida

caracteristica desta lagoa. Naturalmente, os acidos organicos dissolvidos, com destaque aos
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acidos humicos e fulvicos, tém composi¢cdo quimica complexa e, mesmo com os indicios de
propriedades antimutagénicas presentes no acido hiimico, as reagdes naturais de associacdao
com compostos organicos € inorganicos — com efeitos sinérgico no ambiente — podem
gerar subprodutos mutagénicos, fato que explicaria a poténcia mutagénica observada (Sato et

al., 1986, 1987; Cozzi et al., 1993; Bernacchi et al., 1996; Canellas & Facanha, 2004).

A area da Unidade de Conservacdo, no entanto, ¢ referenciada na literatura como uma
area limpa para estudos de genotoxicidade, cujas amostras ambientais servem como amostra
controle nos bioensaios. Um estudo de solos ndo obteve respostas mutagénicas positivas na
area do P.E. Itapud e, em analises de dgua superficial e de sedimento da Praia da Pedreira, as
margens do Lago Guaiba, observou-se indice referente ao dano basal no DNA de organismos
bioindicadores (Limnoperna fortunei) submetidos a ensaios de toxicidade e sem respostas
significativas em ensaios de mutagénese (Meyer, 2008; Silveira et al., 2003; Villela et al.,
2006a, 2006b, 2013). A falta de estudos de carater genotoxicologico, porém, faz com que o
presente estudo inicie esta abordagem na Lagoa Negra.

As respostas positivas para mutagenicidade, portanto, podem estar relacionadas com
efeitos naturais, assim como os fatores abioticos observados que revelam a complexidade na
analise de amostras ambientais. E importante ressaltar que, embora este estudo indique a
presenga de possiveis alteragdes em sedimentos de uma lagoa situada em d4rea de
preservacdo, novas abordagens considerando variagdes sazonais e pontos adicionais de
amostragem na lagoa sao necessarias. Ainda, técnicas mais eficazes de tratamento da amostra
e a associagdo de andlises limnoldgicas, quimicas e de genotoxicidade poderdo auxiliar a

compreender o significado e a dindmica das respostas observadas neste ecossistema.
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