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RESUMO 

O monitoramento da qualidade das águas do Reservatório Billings iniciou-se em 1975 e nos 
últimos dez anos vários estudos têm sido realizados para avaliação da degradação do 
ecossistema aquático, visando obter respostas relativas a qualidade e quantidade dessas 
águas no que refere a seus múltiplos usos, principalmente o abastecimento público. O Braço 
do Taquacetuba, hoje, tem recebido atenção especial em decorrência da possibilidade de 
transposição de suas águas para o Reservatório Guarapiranga e também sua captação para 
abastecimento público. Estudos recentes demonstraram a presença de atividade 
mutagênica nas águas deste Braço e seus tributários. Durante esse evento detectou-se 
também a presença de toxicidade crônica e alteração da composição fitoplanctônica com 
predominância de cianofíceas, tendo sido isoladas espécies consideradas tóxicas ou 
potencialmente tóxicas. 

Suspeitou-se que a toxina ou metabólitos de uma das espécies de algas isoladas, a 
Cylindrospermopsis raciborskii, pudessem ser responsáveis pela mutagenicidade observada. 
Para avaliar essa hipótese, culturas das algas produtoras de tox1na foram testadas quanto a 
mutagenicidade sob duas condições. Os resultados obtidos mostraram respostas negativas, 
sugerindo que a mutagenicidade observada nas amostras de água do Braço Taquacetuba e 
seus formadores não pode ser atribuída à presença desta alga e portanto, análises químicas 
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complementares seriam necessárias para identificação dos compostos responsáveis pela 
atividade mutagênica. 

PALAVRAS-CHAVE: Saúde Pública, Mananciais, Mutagenicidade, Algas Tóxicas. 
INTRODUÇÃO 

A represa Billings possui uma área de aproximadamente 127 Km2 e foi construída na 
década de 20 com o intuito de gerar energia para a Usina Elétrica Henry Borden em 
Cubatão. Este reservatório está localizado na região sudeste da cidade de São Paulo 
(23°42' e 23°45' S; 46°27' e 46°22' W) e retém o maior volume de água armazenado na 
Região Metropolitana de São Paulo tendo uma bacia de drenagem de 560 Km2 e 
capacidade máxima de armazenamento de 1,2 bilhões de metros cúbicos. É formado 
por um canal principal e vários braços (Bororé, Capivari, Cocaia, Pedra Branca, Rio 
Grande, Rio das Pedras, Rio Pequeno e Taquacetuba) (6, 14 ). 

O monitoramento da qualidade das águas do Reservatório Billings iniciou-se em 1975 e 
nos últimos dez anos uma série de estudos tem sido realizados para avaliação da 
degradação do ecossistema aquático e impacto de contaminantes orgânicos e 
inorgânicos nesse reservatório, visando obter respostas relativas a qualidade e 
quantidade dessas águas no que refere a seus múltiplos usos, e principalmente ao seu 
uso mais nobre que é o abastecimento público. A deterioração do reservatório 
acentuou-se na década de 50 com o recebimento de esgotos da Grande São Paulo. 
Atualmente a captação de água para abastecimento público é realizada através do 
braço do rio Grande, isolado do corpo da represa desde 1981, onde se localiza a 
Estação de Tratamento de Água Rio Grande e abastece a região industrial de Santo 
André, São Caetano do Sul, São Bernardo do Campo, Ribeirão Pires e Rio Grande da 
Serra. 

Devido ao aumento da demanda de água na Região Metropolitana de São Paulo e a 
escassez de mananciais foi levantado o papel do reservatório Billings como reserva 
estratégica. O Braço do Taquacetuba, hoje, tem recebido atenção especial em 
decorrência da possibilidade de transposição de suas águas para o Reservatório 
Guarapiranga e também sua captação para abastecimento público. 

Estudos recentes demonstraram a presença de atividade mutagênica nas águas do Braço 
do Taquacetuba e seus tributários, detectada através de bioensaios de mutagenicidade com 
microrganismos. Durante esse evento detectou-se também a presença de toxicidade crônica 
e alteração da composição fitoplanctônica com predominância de cianofíceas, tendo sido 
isoladas espécies consideradas tóxicas ou potencialmente tóxicas, como Anabaena solítatia, 
Cylindrospermopsis raciborskii, Umnothtix sp., Mícrocystís sp e Pseudoanabaena mucíola. 

Os ensaios de mutagenicidade de curta duração podem auxiliar na indicação da presença 
de substâncias químicas potencialmente nocivas à saúde pública e ao ecossistema 
aquático. Estes bioensaios são capazes de detectar compostos químicos que lesam o 
material genético das células, provocando mutações que podem levar ao aumento de 
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incidência de câncer ou doenças hereditárias nas populações expostas. Dentre esses 
bioensaios, o teste de Ames é o mais comumente utilizado na detecção dos compostos com 
atividade mutagênica presentes em amostras ambientais, sendo hoje reconhecido pelas 
principais agências de controle ambiental do mundo. Este ensaio tem se mostrado muito útil, 
não só em estudos de monitoramento de qualidade ambiental, como também na localização 
de fontes potenciais de poluição. Baseia-se na capacidade desses compostos de induzir 
mutações no genoma de linhagens da bactéria Sa/monella typhimurium, o que leva à 
reversão da mutação his· para his+, possibilitando o crescimento dos mutantes em meio 
mínimo. Este ensaio apresenta como vantagens: facilidade de execução, boa sensibilidade 
e relativo baixo custo (2, 11 ). 
Desde 1980, a CETESB vem empregando o teste de Ames para avaliação da 
mutagenicidade de amostras ambientais, tendo sido realizada uma ampla 
caracterização em corpos d'água do Estado de São Paulo (5, 18). 

Das espécies de algas isoladas, a Cylindrospermopsis raciborskii tem recebido especial 
atenção, tendo sido associada a um surto de hepatoenterite ocorrido na Austrália. A 
atividade hepatotóxica da toxina produzida por esta alga foi confirmada em diversos 
estudos na literatura mundial (1, 7, 8, 13). 

Cylindrospermopsis raciborskii foi isolada do braço Taquacetuba e duas linhagens da 
espécie foram cultivadas em laboratório. Constatou-se que eram produtoras de toxinas, 
mas não hepatotoxinas, tendo sido identificadas como produtoras de neurotoxinas do 
tipo PSP ("paralytic shellfish poison"), considerada extremamente potente (1 O). 

Devido a presença de atividade mutagênica nas águas do Braço Taquacetuba do 
Reservatório Billings, detectada através do teste de Ames e a ocorrência de algas da 
espécie Cylindrospermopsis raciborskii no período estudado, suspeitou-se que a toxina 
ou metabólitos desta alga pudessem ser responsáveis pela mutagenicidade observada. 

Para avaliar essa hipótese, as duas culturas produtoras de toxina foram analisadas 
frente ao teste de Ames e foram testadas sob duas condições com a linhagem TA98 de 
Salmonella typhimuríum com e sem ativação metabólica. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Culturas da alga Cylindrospermopsis raciborskii 

As culturas de algas de Cylindrospermopsis raciborskii foram isoladas do reservatório 
Billings e cultivadas em laboratório pelo Setor de lctiologia e Bioensaios com Organismos 
Aquáticos da CETESB. Das culturas isoladas do braço Taquacetuba, duas linhagens da 
espécie Cylindrospermopsis raciborskii foram identificadas como produtoras de neurotoxinas 
do tipo PSP ("paralytic shellfish poison"), e foram denominadas de T2 eT3. Culturas dessas 
linhagens foram ressuspendidas em solução fisiológica em concentrações de 2mg/ml que 
foram testadas frente ao teste de Ames após extração aquosa e extração orgânica. 
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Extratos aquosos das culturas da alga Cylindrospermopsis Raciborskii 

As culturas de algas T2 eT3 foram ultrasonicadas, por 10 minutos, separadamente, em 
solução fisiológica e posteriormente esterilizadas por filtração consecutiva através de 
membranas de acetato de celulose 0,45 e 0,22 µm (3) e testadas frente ao teste de 
Ames. 



Extração orgânica de água ultra-pura contaminada com culturas da alga 
Cylindrospermopsis Raciborskii 

Água ultra-pura foi contaminada, separadamente, com as culturas de algas T2 e T3 em 
concentrações equivalentes às encontradas na represa Billings na época do evento e 
submetidos à extração orgânica, segundo a mesma metodologia utilizada nas amostras de 
água da referida represa que apresentaram atividade mutagênica. Volumes de 1 OL dessas 
amostras de água foram submetidas a extração orgânica neutro/básica e ácida em resina 
adsorvente XAD2 e eluídas com metanol/diclorometano e acetato de etila, respectivamente. 
Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatório, secos completamente em 
nitrogênio gasoso, ressuspendidos em dimetilsulfóxido (14) e testados frente ao teste de 
Ames. 

Teste de Ames 

Para a realização do teste de Ames, foi utilizada a metodologia de incorporação em 
placas descrita por MARON & AMES (11) e CETESB (2), com a linhagem TA98 de 
Salmonella typhimurium na ausência e presença de sistema de metabolização 
enzimática, utilizando-se microssomos de células de fígado de rato induzidos com 
Aroclor 1254 (mistura S9). Doses crescentes dos extratos (aquosos ou orgânicos) são 
misturados a culturas bacterianas crescidas pernoite e a mistura S9 (adicionada 
somente quando o ensaio foi feito com ativação metabólica) em tubos contendo ágar 
de superfície fundido e estabilizado a 45°C. Após a homogeneização, a mistura foi 
vertida em placas de ágar mínimo. As placas foram incubadas a 37°C por 66h. A 
seguir, procedeu-se a contagem do número de colônias bacterianas (revertentes) 
crescidas nas placas de ágar mínimo. O número de revertentes é função da 
concentração e da potência dos agentes mutagênicos presentes na amostra 
examinada. 

Tanto para os extratos aquosos como para os orgânicos, foram testadas 5 doses, em 
triplicata. Em cada ensaio, foram também realizados controles negativos e controles 
positivos, que contêm compostos químicos sabidamente mutagênicos. Para tanto, 
foram utilizados 0,25 µg de 4-nitroquinolina-1-óxido (4-NQO) por placa como controle 
positivo para os ensaios sem ativação metabólica e 2,5 µg de 2-amino-antraceno (2AA) 
por placa para os ensaios com ativação metabólica. 

Para avaliação dos resultados, foi calculada a média de revertentes por placa de cada dose testada 
e a razão de mutagenicidade (RM) que é a razão da média dos revertentes na placa teste 
(revertentes espontâneos e induzidos) e a média de revertentes nas placas de controle negativo. 
Os resultados foram também submetidos a um programa estatístico (SALANAL) que realiza 
cálculos de análises de variância entre as médias do número de revertentes nas diferentes doses 
testadas e o controle negativo, seguido de uma regressão linear. 

RESULTADOS 



As tabelas 1 e 2 e a figura 1 apresentam os resultados obtidos com os extratos 
aquosos de Cylindrospermopsis raciborskii das culturas T2 e T3 e mostram a ausência 
de atividade mutagênica no teste de Ames frente a. linhagem TA98 de Salmonella 
typhimurium na presença e ausência de ativação metabólica. 

Tabela 1: Resultados do teste de Ames com o extrato aquoso da cultura T2 de 
Cylindrospermopsis raciborskiifrente a linhagem TA98 de Salmonella typhimurium 
com e sem ativação metabólica (+S9 e-S9). 

DOSE T2 

(µg) li Média DP RM I Média DP RM 
-59 I +S9 

Controle negativo 70,00 12,55 - 70,75 6,02 
10 77,33 1,53 1,1 58,50 0,71 0,8 
20 72,67 9,07 1,0 67,00 4,00 0,9 
50 82,33 7,23 r.a 72,00 4,58 1,0 
100 73,67 6,66 1,1 67,00 6,08 0,9 
200 52,50 3,54 0,8 70,33 13,43 1,0 

:JIQifüUpfjf~t.w'iJI !!fiz$.$.í$.~Fti@'@ifü:4Zªªtrn:r11mmn1i1:rnttHMJi®íQPfrfülfü!=Z$li6.]ifüIIPifrli(O@fü'.J 
RESULTADO NEGATIVO NEGATIVO 

DP - desvio padrão 
RM - razão de mutagenicidade - RM ~ 2 indica amostra com atividade mutagênica (positiva). 

Tabela 2: Resultados do teste de Ames com o extrato aquoso da cultura T3 de 
Cylindrospermopsis raciborskii frente a linhagem TA98 de Sa/mone//a typhimurium 
com e sem ativação metabólica (+59 e -59). 

DOSE T3 
-59 1 +S9 

(mi..}_ li Média DP RM ) Média DP RM 
Controle negativo 70,00 12,55 - 70,75 6,02 

1 O 81,33 4,04 1,2 71,00 12, 73 1,0 
20 74,00 15,56 1,1 70,00 2,83 1,0 
50 73,00 9,85 1,0 69,00 5,00 1,0 
100 74,00 11,31 1,1 68,67 5,69 1,0 
200 85,50 6,_36 1,2 75,00 6,24 1, 1 

tfüº9nliôfijF'.'."$.lfüi.ó%i füfü?t~}Sl.fITHfüIT]fli!{ijJlm:Wtm@m;2wmw hMJl$.4füP.P.Ifüfüifl$ZJ$.Jj:fü\fütfü:J1§HKfü% 
RESULTADO NEGATIVO NEGATIVO 

DP - desvio padrão 
RM - razão de mutagenicidade - RM ~ 2 indica amostra com atividade mutagênica (positiva). 



Figura 1: Resultados do teste de Ames com os extratos aquosos T2 e T3 de 
Cylindrospermopsis raciborkiifrente,a linhagem TA98 de Salmonel/a typhimurium 
com e sem ativação metabólica (+59 e -59). 
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As tabelas 3 e 4 e a figura 2 apresentam os resultados obtidos com os extratos 
orgânicos da água contaminada com as culturas T2 e T3 de Cylindrospermopsis 
raciborskii e mostram a ausência de atividade mutagênica no teste de Ames frente a 
linhagem TA98 de Sa/monella typhimurium na presença e ausência de ativação 
metabólica. 

Tabela 3: Resultados do teste de Ames nos extratos orgânicos de água ultra-pura 
contaminada com a cultura T2 de Cylindrospermopsis raciborskii frente a 
linhagem TA98 de Sa/mone//a typhimurium com e sem ativação metabólica. 

DOSE Agua contaminada com T2 
-59 1 +S9 

(ml eguiv.) li Média DP RM Média DP RM 
Controle negativo 37,60 3,21 - 38,60 4,34 

25 30,00 4,36 0,8 39,33 11,06 1,0 
50 33,67 8,50 0,9 35,67 2,52 0,9 
100 30,33 6,43 0,8 33,00 1,41 0,9 
150 30,33 10,02 0,8 28,67 6,03 0,7 
200 27,33 4,04 0,7 35,00 16,09 0,9 

If@9mr41ij:íffl~Jtw.itI Jfiliti1tqo1nmmrnwi?}:g~w:mm:m:rmt§;Jmlrnrrnrnrºª§JP;Q@nrnmmz:1i~rnmmrnm::it1mrnrn 
RESULTADO NEGATIVO NEGATIVO 

DP - desvio padrão 
RM - razão de mutagenicidade - RM;:;: 2 indica amostra com atividade mutagênica (positiva). 



Tabela 4: Resultados do teste de Ames nos extratos orgânicos de ãgua ultra-pura 
contaminada com a cultura T3 de Cylindrospermopsis raciborskii frente a 
linhagem TA98 de Salmonella typhimurium com e sem ativação metabólica. 

Agua contaminada com T3 DOSE 
-59 I +S9 

(mL equiv.) li Média DP RM I Média DP RM 
Controle negativo 37,60 3,21 - 38,60 4,34 

25 32,33 5,69 0,9 33,33 4, 16 0,9 
50 31 ,00 9,54 0,8 34,67 4, 04 0,9 
100 40,00 7,21 1,1 46,33 1,15 1,2 
150 37,00 1,00 1,0 44,00 10,58 1,1 
200 34,00 3,61 0,9 38,33 6, 11 1,0 

rr~mrijfüi'.®$J1&&.mr tM:l~M]PQ@:rnrnrtiª1?1mrrr::n:a:?i+n::in rr:1J)ª$J«trrrnrnI1.izf;:~11I1:::nn~1rn:rn:n: 
RESULTADO NEGATIVO NEGATIVO 

DP - desvio padrão 
RM - razão de mutagenicidade - RM ~ 2 indica amostra com atividade mutagênica (positiva). 

Figura 2: Resultados do teste de Ames com os extratos orgânicos de água pura 
contaminada com as culturas T2 e T3 de Cylindrospermopsis raciborkii frente a 
linhagem TA98 de Salmonella typhimurlum com e sem ativação metabólica (+59 e - 
59). 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos mostraram que nem os extratos aquosos de Cylindrospermopsis 
raciborskii nem os extratos orgânicos de água ultra-pura contaminada com as culturas 
de algas apresentaram atividade mutagênica no teste de Ames frente a linhagem TA98 



de Salmonella typhimuríum na presença e ausência de ativação metabólica, nas doses 
testadas. 

A presença de atividade mutagênica em amostras de águas superficiais já foi 
extensamente relatada na literatura, sendo que no Estado de São Paulo foi detectada 
em 11 % de 155 amostras de corpos d'água durante uma caracterização realizada por 
um período de cinco anos. No período de outubro de 1992 a outubro de 1993, em um 
estudo de Avaliação do Complexo Billings foi detectada atividade mutagênica em 12% 
das amostras procedentes de água do canal principal e dos braços Rio Grande, Rio 
Pequeno e Taquacetuba (4, 5, 16, 18). A mutagenicidade detectada apresentou um 
perfil semelhante em termos de resposta mutagênica e foi classificada com potência 
baixa, segundo critérios estabelecidos por Houk (9), sendo também bastante 
semelhante à observada nas águas do Braço do Taquacetuba e seus tributários neste 
período. 

A represa Billings apresentou uma floração da cianofícea Cylindrospermopsis 
raciborskii apenas no braço do rio Pequeno no período de novembro de 1992 a maio 
de 1993, tendo sido associada a dois casos de mortandade de peixes ( 4, 17). A 
presença de cianofíceas em represas está relacionada com ambientes eutrofizados. A 
alteração da composição fitoplanctônica no Braço do Taquacetuba e seus tributários é 
preocupante, devido a predominância de cianofíceas tóxicas ou potencialmente tóxicas. 

Portanto, a presença de Cylindrospermopsís raciborskií na represa não explica os 
episódios de ocorrência de mutagenicidade detectada no período estudado, como pode 
ser observado pelos experimentos conduzidos. 

RECOMENDAÇÕES 

Com base no trabalho realizado, recomenda-se que: 
• Sejam realizados estudos adicionais empregando diferentes linhagens de 

Salmonella typhimuríum e outros sistemas biológicos para avaliação mais 
abrangente do potencial mutagênico dessas toxinas; 

• Seja avaliada a mutagenicidade de outras algas produtoras de toxinas isoladas desta 
represa; 

• Sejam realizadas análises químicas complementares para identificação dos 
compostos responsáveis pela atividade mutagênica, bem como estudos para avaliar 
o papel destas algas na estocagem e metabolização de compostos orgânicos. 
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