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RESUMO

A qualidade da 4gua ¢ um dos maiores desafios mundiais, entretanto, um grande volume
de residuos das atividades industriais e urbanas ainda sdo descartados, sem tratamento,
em corpos d'dgua. Além disso, muitos rios sofrem com as mudangas nas condi¢des de
descarga, devido aos eventos de elevada ou baixa vazao de suas aguas. Portanto, o
objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade das 4guas do Rio Marrecas e seus afluentes,
em alta e baixa vazio, e da agua tratada pela Estagdo de Tratamento de Agua (ETA) de
Francisco Beltrao-Paran4, realizando andlises fisico-quimicas e ensaios ecotoxicologicos.
As coletas foram realizadas em cinco pontos do Rio Marrecas (Pontos 1, 2, 3, 6 ¢ 7), um
ponto na foz do Rio Lonqueador (Ponto 4), um na foz do Rio Urutago (Ponto 5), rios que
desembocam no Rio Marrecas e um ponto de uma residéncia abastecida pela ETA (Ponto
8). Essas amostras foram coletadas na alta vazio (314 m® s™!) e baixa vazio (5 m3s') do
Rio Marrecas. As analises fisico-quimicas das amostras coletadas em alta vazdo do
presente estudo, apresentaram valores elevados para turbidez (P1, P2, P3, P6, P7 ¢ PS),
solidos totais dissolvidos (P1, P2, P3, P4, PS5, P6 e P7), agroquimico 2,4D (P3, P4, P5,
P6, P7 e P8), com valores acima do permitido pela da legislacdo brasileira e valores
elevados para os hormonios estrogénios estrona (E1) (P5), 17B-estradiol (E2) (P1, P2, P3,
P4 e P5), 17a-etinilestradiol (EE2) (P1, P2, P3, P4, PS5, P6 ¢ P7) e estriol (E3) (P3,P5¢
P7). As amostras nao afetaram a mobilidade/mortalidade do bioindicador Artemia salina
e nem apresentaram efeito citotoxico ou mutagénico para as células meristematicas de
Allium cepa. Ja para a Eisenia fetida o P4 apresentou efeito toxico pelo teste de fuga, para
Lithobates catesbeianus os pontos 5, 6 e 8 apresentaram efeito mutagénico ¢ o Pl
apresentou efeito citotoxico, pelo teste do micronticleo com o sangue periférico destes
girinos. Para a cultura de células de figado humano (Huh7.5) os pontos 3, 5 ¢ 8 alteram
as divisdes celulares pelo teste do MTT (3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il) -2,5-diphenil
tetrazolium bromide). Com relacdo a coleta das amostras em baixa vazdo, as analises
fisico-quimicas mostraram que apenas o P7 continuou apresentando valores de turbidez
e solidos totais dissolvidos acima dos valores exigidos pela legislacdo. Os valores dos
hormdnios estrogénios continuaram sendo elevados para E1 (todos os pontos), E2 (todos
os pontos), EE2 (P1, P2, P3, PS5, P6, P7 e P8) e E3 (P6 e P8). Foi possivel detectar
aluminio dissolvido (P7), aluminio total (P8), ferro dissolvido (P7), fosforo total (P4, P6
e P7) e manganés total (P4, P5S e P7) com valores acima dos permitidos pela da legislagao
brasileira. Os ensaios ecotoxicoldgicos apresentaram toxicidade para a 4. salina (P4), E.
fetida (P4), efeito mutagénico para L. catesbeianus (PS5 e P7), mutagenicidade para A.
cepa (P4) e alteracdes nas divisdes celulares das células Huh7.5 (todos os pontos). Dessa
forma, € possivel observar que as aguas avaliadas estdo alteradas em termos fisico-
quimicos e ecotoxicologicos e que a vazao dos Rios afeta estes pardmetros, alertando
sobre a necessidade de monitoramento constante e medidas de protecdo destas aguas.

Palavras-chaves: eventos extremos; agroquimico 2,4D; hormonios estrogénios;
ecotoxicidade; bioindicadores.



ABSTRACT

Water quality is one of the biggest global challenges, however, a large volume of waste
from industrial and urban activities is still discarded, without treatment, in bodies of
water. Furthermore, many rivers suffer from changes in discharge conditions, due to high
or low water flow events. Therefore, the objective of the work was to evaluate the quality
of the waters of the Marrecas River and its tributaries, at high and low flows, and of the
water treated by the Water Treatment Station (ETA) of Francisco Beltrao-Parana,
carrying out physical-chemical and ecotoxicological tests. Collections were carried out at
five points on the Marrecas River (Points 1, 2, 3, 6 and 7), at the mouth of the Lonqueador
River (Point 4), at the mouth of the Urutago River (Point 5) and at a residence supplied
by ETA (Point 5). Point 8), in the high flow (314 m® s!') and low flow (5 m® s!) of the
Marrecas River. The physicochemical analyzes of the samples collected at high flow rates
in the present study showed high values for turbidity (P1, P2, P3, P6, P7 and PS), total
dissolved solids (P1, P2, P3, P4, P5, P6 and P7), agrochemical 2,4D (P3, P4, P5, P6, P7
and P8), with values above those permitted by Brazilian legislation and high values for
the estrogen hormones estrone (E1) (P5), 17B-estradiol (E2 ) (P1, P2, P3, P4 and P5),
17a-ethinylestradiol (EE2) (P1, P2, P3, P4, PS5, P6 and P7) and estriol (E3) (P3, P5 and
P7). The samples did not affect the mobility/mortality of the bioindicator Artemia salina
nor did they present a cytotoxic or mutagenic effect on the meristematic cells of Allium
cepa. For Eisenia fetida, P4 showed a toxic effect through the escape test, for Lithobates
catesbeianus, points 5, 6 and 8 showed a mutagenic effect and P1 showed a cytotoxic
effect, through the micronucleus test with the peripheral blood of these tadpoles. For the
culture of human liver cells (Huh7.5) points 3, 5 and 8 alter cell divisions by the MTT
test (3-(4,5-Dimethilthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Regarding sample
collection at low flow rates, physical-chemical analyzes showed that only P7 continued
to present turbidity and total dissolved solids values above the values required by
legislation. The values of estrogen hormones continued to be high for E1 (all points), E2
(all points), EE2 (P1, P2, P3, P5, P6, P7 and P8) and E3 (P6 and P8). It was possible to
detect dissolved aluminum (P7), total aluminum (P8), dissolved iron (P7), total
phosphorus (P4, P6 and P7) and total manganese (P4, P5 and P7) with values above those
permitted by Brazilian legislation. Ecotoxicological tests showed toxicity for 4. salina
(P4), E. fetida (P4), mutagenic effect for L. catesbeianus (P5 and P7), mutagenicity for
A. cepa (P4) and changes in cell divisions of Huh7.5 cells (all points). In this way, it is
possible to observe that the waters evaluated are altered in physical-chemical and
ecotoxicological terms and that the flow of rivers affects these parameters, warning about
the need for constant monitoring and protection measures for these waters.

Keywords: extreme events; agrochemical 2,4; estrogen hormones; ecotoxicity;
bioindicators.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo da dgua ¢ um problema comum em muitas partes do mundo (Ameen;
Mourshed, 2017). A identificacdo dos principais fatores e fontes de poluigcao que afetam
a qualidade da 4gua dos rios ¢ essencial. Os fatores naturais e as atividades humanas sao
os principais fatores que afetam a qualidade da 4gua. Os processos naturais podem afetar
a qualidade da agua através do intemperismo das rochas, a evapotranspiracdo, as
alteragOes climaticas e os desastres naturais. Ja as atividades humanas podem afetar a
qualidade da 4agua através da liberagao de efluentes industriais, domésticos e agricolas em
corpos d’agua sem tratamento adequado (Anh et al., 2023).

Os metais, por exemplo, estdo naturalmente presentes na crosta terrestre.
Entretanto, devido aos processos naturais e antropicos eles sao predominantes no ar, solo
e dgua (Rahman; Singh, 2019; Vareda et al., 2019). As atividades naturais incluem o
intemperismo fisico e quimico de rochas, erosdo e deposi¢do atmosférica, enquanto a
descarga de aguas residuais industriais, escoamento de terras agricolas e costeiras, sdo
consideradas atividades antropicas (Qu et al., 2018; Kang et al., 2019).

Assim, os metais podem estar dissolvidos na 4dgua ou fixados em sedimentos
criando uma contaminag¢ao secundaria (Islam et al., 2015; Lee et al., 2017; Nour et al.,
2018). Além disso, eles podem ser facilmente lixiviados, se espalhando e se tornando
mais biodisponiveis, produzindo diversos efeitos nocivos tanto para o meio ambiente
quanto para os seres humanos (Djahed ef al., 2018; Vareda et al., 2019).

Além dos metais, os seres humanos estdo expostos a misturas de muitos produtos
quimicos como, por exemplo, os agroquimicos (Tsatsakis ef al., 2016). Os agroquimicos
podem ser transportados para varios compartimentos da natureza, de modo que sdo
amplamente encontrados em culturas agricolas, ar, solo e agua doce (Ngoc et al., 2015;
Fevery et al., 2016; Boff et al., 2018; Houbraken ef al., 2017; Deknock et al., 2019;
Dibartolomeis et al., 2019; Gentil et al., 2019; Gongalves et al., 2020; Doan; Dufour et
al.,2021; Fantke et al., 2021; Parker; Keller, 2021).

Os agroquimicos sdo utilizados para proteger as culturas agricolas de ervas
daninhas e danos causados por pragas e, assim, aumentar a produtividade das culturas
(Van Der Werf et al., 2020; Pan et al., 2021). Entretanto, ap6s a aplicagdo, os residuos de
agroquimicos tendem a persistir no solo, sedimentos e agua, onde se acumulam (Shah;
Parveen et al., 2021). Sendo assim, o uso indiscriminado de agroquimicos ¢ um dos

grandes problemas ambientais e de saude publica (Gyawali, 2018; Schechtman et al.,
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2020). O aumento do uso de agroquimicos pode ter consequéncia adversa no desempenho

ambiental e socioecondmico dos sistemas agricolas, pois a contaminagdo do solo, das
culturas e das aguas superficiais por lixiviagdo, pode levar a destruicdo e perda da
biodiversidade vegetal e animal (Ginebreda et al., 2014; Mahmood et al., 2016).

Ainda, como poluentes que podem estar presentes nas aguas de rios e de consumo
humano, destacam-se os hormodnios esterdides. Estes sdo compostos que tem provocado
preocupacao ambiental, principalmente em razao do seu alto potencial de atuar como
desreguladores endocrinos (EDCs) e devido a sua biodisponibilidade (Ali et al., 2012;
2017; Chang et al., 2018; Kasonga et al., 2021). Os riscos ambientais derivados da
produgdo e consumo desses compostos resultaram na contaminagdo de aguas (Torres et
al., 2015), interferindo na biodiversidade e no equilibrio dos ecossistemas aquaticos
(Forio; Goethals, 2020).

O monitoramento ambiental ¢ definido com o conhecimento e monitoramento
sistematico da situa¢do dos recursos ambientais, visando a recuperagdo, melhoria ou
manuten¢do da qualidade ambiental. Por meio das analises fisico-quimicas identificam-
se e quantificam-se as concentracdes das substancias toxicas e as condi¢des de parametros
de analise da qualidade da 4gua. O monitoramento ambiental pode utilizar ainda como
ferramenta os testes ecotoxicologicos, que por meio de bioindicadores e biomarcadores,
avaliam o efeito dos parametros fisico-quimicos sobre os sistemas bioldgicos (Ronco et
al.,2004; Costa et al., 2008; Zegura et al., 2009; Tavares, 2014). O uso de bioindicadores
para diagnosticar impactos na saude dos ecossistemas pode ser considerado uma
importante ferramenta na gestao dos recursos naturais, pois fornece subsidios que podem
embasar a legislagdo e as agdes de gestdo publica (Danzei; Vercellino, 2018).

Para maior representatividade e confiabilidade, recomenda-se a realizacdo de
testes de biomonitoramento com mais de uma espécie, preferencialmente pertencentes a
diferentes niveis troficos da cadeia alimentar (Luiz et al., 2012). Isso porque, como
destacado por Buss et al. (2003), existem compostos que podem ser biomagnificados e,
assim, passados pelos organismos para o nivel superior da cadeia trofica. Em alguns
casos, esses compostos podem ser toxicos se acumulados, como no caso de metais e de
agroquimicos organoclorados. Neste sentido, podem-se citar como bioindicadores o
microcrustaceo Artemia salina, o vegetal Allium cepa e os animais FEisenia fetida,

Lithobates catesbeianus e cultura de células de mamiferos.
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Desta forma, o objetivo do presente estudo foi monitorar as caracteristicas fisico-

quimicas e ecotoxicologicas das dguas dos Rios Marrecas (Francisco Beltrdo-Parana-
Brasil) e seus afluentes, assim como, da agua tratada por uma Estacao de Tratamento de

Agua, na alta e baixa vazao dos rios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os parametros fisico-quimicos e ecotoxicologicos das aguas do Rio

Marrecas e seus afluentes em diferentes vazoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar e quantificar a presenca de metais pesados, agroquimicos € hormdnios
das amostras de dgua, ao longo dos Rios, em pontos pré-definidos;

e (aracterizar as amostras de 4gua em termos fisico-quimicos pelo teor de oxigénio
dissolvido, s6lidos totais dissolvidos, turbidez, pH e condutividade elétrica;

e Realizar analises de ecotoxicidade com os bioindicadores Artemia salina, Allium
cepa, Eisenia fetida, Lithobates catesbeianus e células de figado humano
(Huh7.5).

e Analisar se a vazao interfere nos parameteros fisico-quimicos e ecotoxicologicos

do Rio Marrecas e seus afluentes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 POLUICAO DAS AGUAS

Segundo Zacarias et al. (2017) a qualidade da 4gua ¢ um dos maiores desafios
mundiais. As Nac¢des Unidas o incluiram nos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
como Objetivo n° 6: Assegurar o0 acesso a agua e ao saneamento para todos. Entretanto, a
qualidade da agua ¢ ameacada uma vez que os residuos das atividades industriais e
urbanas sao descartados diariamente em corpos d'agua, sem o devido tratamento.

Os poluentes mais comuns sdao metais, desreguladores endocrinos, agroquimicos,
produtos de higiene pessoal, produtos farmacéuticos, entre outros (Geissen et al., 2015;
Vargas-berrones et al., 2020). As aguas poluidas podem causar efeitos adversos, mesmo
em baixas concentragdes, podendo ser agudos e crdnicos, causando desregulagdo
endocrina, imunotoxicidade, distirbios neurolégicos e cancer para os seres humanos,
organismos aquaticos e terrestres (Ojemaye; Petrik, 2019; Sanchez; Egea, 2018).

Os poluentes ambientais quimicos podem ser organicos ¢ inorganicos. Os
compostos inorganicos incluem sais, 4cidos, bases, metais, entre outros. Por outro lado,
os compostos organicos incluem o6leos, hidrocarbonetos, sabdes, detergentes, hormonios

e agroquimicos (Schwarzenbach et al., 2010).

3.2 POLUENTES AMBIENTAIS
3.2.1 Metais

As concentracdes de metais na dgua, solo e vegetais podem apresentar valores
significativos em ambientes agricolas, em virtude da utilizagdo de agroquimicos e
fertilizantes que, em alguns casos, t€m em sua composicao esses tipos de compostos (Ali
etal.,2019a; Rai et al., 2019).

A contaminagdo de culturas agricolas, que serdo consumidas por serem humanos,
e da agua potavel, além do limite permitido pela legislacdo, pode ocasionar diversos
efeitos adversos a satide humana como alterar as atividades bioquimicas do figado, rins,
pulmdes e tecidos cardiovasculares em humanos (Maleki ef al., 2014; Emmanuel et al.,
2022).

O chumbo (Pb), por exemplo, em suas formas inorganica e organica ¢ absorvido
em cerca de 15% e 80%, respectivamente, quando ingerido (Mingo-Ho, 2005). Ele ¢
extremamente toxico e pode causar riscos prolongados a saude, incluindo dor de cabeca,

perda de apetite, deficiéncias congénitas, hipertensdo e cancer de pulmao (Saira et al.,
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2019). Ja o mercurio inorganico (Hg), quando ingerido, ¢ toxico para o rim, e sua forma

organica ¢ um potente toxico ao sistema nervoso (Jarup, 2003). E, o cddmio (Cd) é um
conhecido carcindgeno e pode provocar efeitos criticos nos rins € nos 0ssos (Suru, 2008;
Hadzi et al., 2015).

Além disso, os metais também foram -classificados como desreguladores
endocrinos (Nascimento et al., 2018). Os desreguladores enddcrinos atuam como
hormonios ou bloqueiam seus receptores, interferindo todo o corpo e podendo causar
inimeras doencas cronicas, como diabetes, obesidade, distirbios da tireoide e diferentes
desequilibrios homeostaticos, além de toxicidade reprodutiva (Nascimento et al., 2018;

Buha-Djordjevic et al., 2021; Erkekoglu et al. al., 2021; Sevim; Kara, 2021).

3.2.2 Agroquimicos

Os agroquimicos utilizados em cultivos agricolas podem ser perigosos para a
saide humana, causando efeitos toxicos de curto a longo prazo (Grewal et al., 2017; Pan
et al., 2020). A pulverizacao de agroquimicos comeca com a manipulagdo dos produtos
e aplicacdo por trabalhadores rurais em produtos agricolas que, posteriormente, serdo
consumidos por toda a sociedade, podendo se espalhar e se acumular no meio ambiente,
como na agua, solo, sedimentos, animais, plantas e seres humanos (Panis et al., 2022a).

Segundo Ferreira (2014), na pulverizagdo aérea, cerca de 32% dos agroquimicos
sdo aderidos pelas plantas e 49% pelo solo, enquanto 19% se expandem para areas
circunvizinhas a da aplica¢do. Assim, os agroquimicos podem entrar no corpo humano
por meio de diferentes vias de exposi¢do, incluindo a ingestao de alimentos, particulas do
solo, dgua potavel, inalacdo de ar contaminado e contato dérmico com ar, solo, dgua e
outros produtos de consumo (Dong; Hu, 2012; Fantke; Jolliet, 2016; Houbraken et al.,
2016; Kuang et al., 2020; Mekonen et al. al., 2016; Son et al., 2018).

O mais recente relatorio do Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal (PNCRC/Vegetal) demonstra os
resultados das analises realizadas em 2019 e 2020. Em média, os residuos de
agroquimicos estdo presentes em 61,88% das amostras analisadas. Os alimentos feijdo,
pimenta-do-reino, pimentdo, pera, morango, uva e farinha de trigo obtiveram mais de
90% das amostras com presenca de residuos de agroquimicos. Ainda segundo
PNCRC/Vegetal, 86,84% das amostras de arroz, um dos alimentos mais consumidos no

Brasil, apresentam a deteccdo de metais, como o arsénio, e o cacau e alho apresentaram
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tracos de cadmio em 100% e 26,32% das amostras, respectivamente, podendo esses

metais estarem na composi¢ao de agroquimicos (Brasil, 2021). O actimulo de residuos de
agroquimicos em produtos alimenticios esta geralmente associado a varios riscos a saude
(Grewal et al., 2017; Pan et al., 2020).

Segundo o ultimo relatério divulgado (2018-2021) do Sistema de Informagao de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (SISAGUA), aproximadamente
13% do total registrados neste documento apresentam agroquimico em amostras de agua,
e 25% destes foram detectados em amostras de dgua coletadas diretamente de torneiras,
ou seja, em residéncias ou outros locais onde a populacdo consome agua diretamente,
indicando assim, a contaminagdo da agua para consumo humano por agroquimicos
(Brasil, 2022).

A exposicao a residuos de agroquimicos pode ocasionar toxicidade reprodutiva
para homens e mulheres (El-Nahhal, 2020), desregulagao no sistema enddcrino (Miranda-
Contreras et al., 2013), aumento do cancer de mama humano (Yang et al., 2020) e cancer
de prostata (Pardo et al., 2020), além de outros tipos de cancer, doenca de Parkinson
(Pouchieu et al., 2018), toxicidade cardiovascular (El-Nahhal; El-Nahhal, 2021), entre
varios outros efeitos nocivos.

O Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals —
GHS) previa a existéncia de quatro categorias segundo o nivel de perigo oferecido, e
agora passou a ter cinco: Categoria 1 — Produto Extremamente Toxico (faixa vermelha),
Categoria 2 — Produto Altamente Toéxico (faixa vermelha), Categoria 3 — Produto
Moderadamente Toéxico (faixa amarela), Categoria 4 — Produto Pouco Toéxico (faixa
azul), Categoria 5 — Produto Improvéavel de Causar Dano Agudo e “Produto Nao
Classificado” (faixa verde) (Brasil, 2019).

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores de agroquimicos do mundo (Pevaspea,
2021). Segundo o Boletim 2019 referente a produgdo, importagcdo, exportacdo e vendas
de agroquimicos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA), o consumo foi de 620537,98 toneladas (Brasil, 2019). De acordo
com Teixeira (2019), dos 497 ingredientes ativos (IA) autorizados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para fabricagdo e comércio no pais, 32% (155) sdo

proibidos na Unido Europeia.
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Vale destacar que a aprovagdo de novos produtos agroquimicos no Brasil, em

2019, foi a maior dos ultimos anos. Segundo o Ministério da Economia (2020), de 2005
a 2015, a média de novos registros por ano ficou em 140,5, a partir de 2016, o nimero
passou para 277 novos registros e, em 2017, 2018 e 2019, atingiu 405, 449 e 474 novos
registros, respectivamente. Além disso, o Brasil tem sido mais permissivo em relagdo aos
Limites Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos e aos agroquimicos utilizados no
territorio nacional. Como o caso dos agroquimicos carbendazim, clorpirifos e acefato que
estao proibidos ha anos nos paises da Unido Europeia (Bombardi, 2017). Além disso,
cerca de 80% dos agroquimicos autorizados para comercializagdo no Brasil sdo proibidos
em pelo menos trés paises da Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OCDE) da comunidade europeia (Panis et al., 2022b).

Na Figura 1, mostram-se os parametros de agroquimicos por niimero de analises
em que foram identificados, no controle de qualidade de Sistema de Abastecimento de
Agua (SAA), na saida do tratamento, no ano de 2019, no estado do Parana. Vale destacar
que o Endrin (88), a Atrazina (57), a Permetrina (46), o 2,4-D+2,45 T (37) e o
Aldrin+Dieldrin (36) foram os mais identificados nas analises.

O Parana ¢ o segundo consumidor de agroquimicos do Brasil, segundo o Sistema
de Monitoramento do Comércio e Uso de Agrotdxicos do Estado do Parana (SIAGRO)
da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parand (ADAPAR). O cultivo de soja foi o que
mais consumiu, totalizando 59,88%, seguido do cultivo do milho (18,41%), trigo
(9,01%), feyjao (2,65%), pastagens (2,32%), cana-de-agucar (1,86%), batata (1,47%),
citros (1,16%) e tabaco (0,62%) (Parana, 2020).

Segundo a ADAPAR (Parana, 2020b), em 2019, foram consumidas 95286
toneladas de agroquimico no estado do Parand, demonstrando um aumento de 2,5% em
relagdo ao ano de 2018. Os agroquimicos mais consumidos foram: Glifosato ou
equivalente (28,99%), Paraquate (6,89%), Atrazina (4,89%), 2-4D (4,76%), Mancozeb
(3,54%), Cletodim (2,53%), Acefato (2,25%), Imidacloprido (2,22%), Tebuconazol
(2,04%) e Trifloxistrobina (2%). Além disso, os agroquimicos mais utilizados de acordo
com sua finalidade de uso foram: herbicidas (64,37%), fungicidas (15,52%), inseticidas
(10,18%), acaricida/fungicida (3,99%) e acaricida/inseticida (3,72%) (Parana, 2020).

O estado do Parana ¢ um dos trés maiores produtores de alimentos e consumidores
de agroquimicos no Brasil, podendo assim apresentar uma contaminagdo

significativamente maior da dgua potavel (Ibama, 2019; Brovini et al., 2021; Fao, 2021).
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Coincidentemente, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o Parana esta

entre os cinco principais estados com maior incidéncia de cancer de c6lon, pulmao, mama

e oral no pais (Inca, 2020).

Figura 1 — Agroquimicos por nimero de analises em que foram identificados, no

controle de qualidade de Sistema de Abastecimento de Agua, na saida do tratamento, no

ano de 2019.
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Fonte: Adaptado de PEVASPEA (2021).
Vermelho (Produtos Extremamente Toxicos), amarela (Produtos Altamente Téxicos),
azul (Medianamente Toxicos), verde (Produtos Pouco Toxicos) e preto (Banidos no
Brasil).

3.2.3 Hormonios estrogénios

A excrecao dos hormonios ¢ realizada via urina e fezes, na forma de metabdlitos
e substancia ativa inalterada (Torres ef al., 2021). Sua extensa disposi¢do no ambiente
ocorre em razao da sua remoc¢ao incompleta em estacdes de tratamento de esgoto (Franca
et al., 2020), por meio de lancamento de esgoto doméstico em cursos d'agua (Pefia-
Guzman et al., 2019) e efluentes de industrias farmacéuticas (Torres et al. 2021). Mesmo
depois de passar por todas as etapas de tratamento de 4dgua e esgoto, a remog¢ao dos
hormonios pode ser insuficiente e, por essa razdo, esses compostos sdo frequentemente
encontrados em ambientes aquaticos (Hoff et al., 2019; Matamoros et al., 2013; Ali et

al., 2019b.c,d).
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Normalmente, os hormonios sdo encontrados na dgua em concentragcdes muito

baixas e, ainda assim, podem apresentar risco a satide humana e animal (Galindo-Miranda
et al., 2019; Franca et al., 2020; Santos et al., 2020). Estes desreguladores endocrinos,
como os estrogénios naturais estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3) e o estrogénio
sintético 17a-etinilestradiol (EE2), apresentam elevada atividade estrogénica (Huerta-
Fontela et al., 2011; Vargas-Berrones et al., 2020). Segundo Zhou et al. (2019), a
presenca desses compostos no sistema aquatico causou inibi¢do no desenvolvimento de
testiculos de peixes, com aumento de sua carga metabdlica, mesmo em baixas
concentragdes. Wee e Aris (2019) mostraram que a presenca de hormdnios no ambiente
pode causar efeitos adversos no desenvolvimento, reprodugdo, fungdes neurologicas,
imunoldgicas e metabdlicas em humanos e animais.

Quando os hormdnios E2 e E3 sdo encontrados em corpos d'dgua ¢ um indicio de
contaminagdo pelo esgoto doméstico, devido ao fato de serem considerados os principais
horménios produzidos pelo corpo humano (Torres et al., 2015). Entretanto, o EE2
também ¢ encontrado em corpos hidricos e efluentes (Nunes et al., 2016) e pode ocasionar
efeitos adversos a satide humana e aos organismos aquaticos (Bila; Dezotti, 2007; Farre
et al., 2008; Kuster et al., 2010; Lopez-Serna et al., 2010; Torres et al., 2015).

Muitos estudos demostram a deteccdo de hormonios em agua, entretanto, existem
poucas informagdes em ecossistemas terrestres (Galindo-Miranda et a/., 2019; Montagner
et al., 2019; Pefia-Guzman et al., 2019; Franga et al., 2020). Segundo Torres et al. (2015,
2017) foram encontrados residuos de antibidticos e estrogénios em sedimentos. Em
muitos paises, como Austria, Estados Unidos, Brasil e China, os horménios E1 e E2 foram
detectados em aguas superficiais (Hohenblum et al., 2004; Benotti et al., 2009; Torres et
al., 2015). De acordo com Liz et al. (2017), os hormoénios E1, E2 e E3 foram detectados
em amostras de d4gua no Estado do Parand, Brasil.

Vale destacar que esses compostos muitas vezes apresentam propriedades fisico-
quimicas persistentes, sdo lipofilicos e bioacumulativos favorecendo sua dispersao no
meio ambiente (Langenbach, 2013). Consequentemente, os hormonios podem estar
presentes em carnes, peixes, ovos e derivados do leite (Vilela et al., 2018). Desse modo,
a presenca desses desreguladores endocrinos no ambiente aquatico podem induzir efeitos
adversos nas fungdes hormonais de humanos e outros organismos (Torres ef al., 2021).
Portanto, ¢ essencial avaliar os riscos potenciais dos hormonios para os ecossistemas

aquaticos e sua toxicidade nos organismos (Czarny et al., 2019; Torres et al., 2022).
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3.3 EFEITO DOS EVENTOS DE ENCHENTES E ESTIAGEM

A maior parte das cidades foi construida sem planejamento, crescendo a partir de
pequenas cidades localizadas em regides de risco como, por exemplo, perto de rios e
lagos, em busca de abastecimento local, transporte e despejo de residuos (Son et al.,
2020). Essas regides de riscos estdo mais suscetiveis a ocorréncia de desastres, que
provocam custos socioecondmicos ¢ ambientais muito elevados, por isso, ¢ fundamental
a compreensdo dos riscos destes eventos em todo seu aspecto de vulnerabilidade,
exposicdo de pessoas e bens, caracteristicas de perigo ao meio ambiente e estabelecer
medidas para redug¢ao dos impactos (Lyubimova et al., 2016).

A urbanizag@o ¢ um processo inevitavel (Wang et al., 2019) mas, a ocupagdo em
areas proximas as margens dos rios pode alterar o processo de infiltracdo de d4gua no solo
e promover a impermeabilizagdo da bacia hidrografica. Assim, durante as chuvas, eleva-
se o escoamento da agua pela superficie, aumentando as vazdes dos rios acima da
capacidade da rede de drenagem, ocasionando deslizamentos de terra e inundagdes (Gu
etal.,2011).

As inundacdes podem afetar a qualidade de vida das populagdes atingidas e causar
danos materiais (Santis; Mendonga, 2000). Além disso, segundo Kwok et al. (2013), os
poluentes podem se acumular nos sedimentos € podem ser remobilizados sob certas
condi¢des, como durante eventos de perturbacdo natural, caso das chuvas extremas
(Borga et al., 2014).

No Brasil, devido sua tropicalidade e, por consequéncia, de suas elevadas
quantidades chuvas de verdo, muitos impactos podem ser gerados, tanto para o meio
ambiente quanto para o social. O municipio de Francisco Beltrdo, Parana, Brasil, por
exemplo, enfrentou e ainda enfrenta muitos problemas com as cheias que ocorrem em sua
principal bacia hidrografica, a do Rio Marrecas (que corta a cidade ao meio) e, de seus
afluentes, principalmente devido a ocupagdo desordenada das margens de seus rios €
corregos, associados a falta de politica de desenvolvimento e planejamento urbano
(Santis; Mendonga, 2000). Além disso, as chuvas dos municipios vizinhos influenciam o
fluxo das dguas em Francisco Beltrao, pois o municipio estd localizado em um encontro
de bacias. Portanto, devido a alta incidéncia de enchentes no municipio, surgiu a

necessidade da construcdo do tinel de contencao de cheias.
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Por outro lado, a seca ¢ um desastre natural lento definida como um periodo longo

de pouca ou nenhuma precipitacao, no qual a perda de umidade do solo ¢ superior a sua
reposicao (Vieira et al., 2021). A seca ¢ um desastre recorrente que impacta os sistemas
naturais ¢ humanos e, consequentemente, que influenciam os aspectos politicos,
socioeconOmicos, agricolas e ambientais (Van-Loon et al., 2016; Linke et al., 2018; Feng
etal., 2019).

No sudeste do Brasil, a seca de 2014 comprometeu o abastecimento de agua de 28
milhdes de pessoas (Melo et al., 2016). Segundo Bevacqua ef al. (2021) os impactos nas
disponibilidades de agua superficial € como as secas meteoroldgicas se propagam no
Brasil sdo pouco conhecidas. A primeira seca a acontecer ¢ meteoroldgica, a qual esté
associada a défices de precipitacdo, provocando redug¢do da dgua no solo agricola,
resultando em estresse da vegetacdo. Ja a seca hidroldgica ocorre com o déficit hidrico
nos rios e reservatorios, comprometendo sua utilizacdo e, consequentemente,
ocasionando a seca socioecondomica que acontece quando a diminui¢do na disponibilidade
de 4gua afetando a populacdo (Souza ef al., 2021).

Em 2021, no municipio de Francisco Beltrao-PR, foi estabelecido situacdo de
emergéncia em virtude da crise hidrica. A escassez de chuva ocasionou diversos
problemas, como perdas na agricultura e o desabastecimento de 4gua em muitas regides
(Prefeitura de Francisco Beltrdo, 2021). Portanto, eventos extremos, como secas
prolongadas e chuvas intensas, aumentam a vulnerabilidade dos ambientes aquaticos e
podem afetar a qualidade de vida da populacao e do ambiente aquatico, pois as variagdes
na vazdo das aguas provocam alteragdes fisicas, quimicas e biologicas das mesmas
(Marengo et al., 2017; Dantas et al., 2020).

Apesar de muitos rios estarem sob a pressao de mudangas nas condi¢des de
descarga, as investigagcdes sobre o comportamento dos poluentes sob diferentes vazoes
sdo poucas documentadas. Mediante variagdes de vazao de ambientes aquaticos, caso um
poluente ambiental especifico for detectado em concentragdes superiores aos limites
maximos permitidos pela legislagdo, a 4gua nao deveria ser utilizada para determinados
usos, embora possa ser utilizada para outros fins, desde que ndo represente nenhum risco
(Schweitzer; Noblet, 2018). Portanto, é necessario realizar a determinacdo desses
poluentes ambientais, para garantir a qualidade de vida dos seres humanos e demais

organismos.
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3.4 ECOTOXICIDADE EM BIOINDICADORES

Nos ambientes aquaticos, os contaminantes quimicos sofrem muitas interacdes
quimicas ou bioldgicas, levando a sua transformacao ou até mesmo sua degradagao total.
Entretanto, muitos destes poluentes ndo sdo degradaveis e possuem uma longa
persisténcia, ou seja, causando a bioacumulacdo nos ecossistemas aquaticos (Thushari,
Senevirathna, 2020).

A bioacumulagao ¢ um fendmeno que resulta em uma transferéncia e um aumento
biologico da poluicdo dentro das biocenoses contaminadas, levando a um aumento na
concentragdo de poluentes no nivel das cadeias tréficas (Chahouri et al., 2023). Segundo
Chahouri et al. (2023), bioindicadores s3o animais, plantas ou grupos de espécies, que
podem modificar suas funcgdes vitais em resposta ao poluente, seja pela sua presenca,
auséncia e/ou abundancia, pois os organismos incorporam fra¢des biodisponiveis de
contaminantes persistentes no meio ambiente.

As minhocas sdo frequentemente utilizadas como bioindicadores sensiveis para
realizar testes de ecotoxicidade e monitoramento de poluentes ambientais (Gu et al.,
2021). Este bioindicador ¢ um representante da biodiversidade do solo, sendo capaz de
melhorar a textura do solo, promover a decomposi¢do da matéria organica, promover o
ciclo do carbono e do nitrogénio e manter a permeabilidade do solo e da agua (Elliston;
Oliver, 2019). Dessa forma, as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas da minhoca
podem refletir a qualidade do solo (Kwak et al., 2019).

As minhocas da espécie FEisenia, em especial as FEisenia fetida, sio menos
sensiveis aos agroquimicos do que outras, devido a sua alta taxa reprodutiva, ciclo de vida
curto, grande adaptabilidade e pode ser facilmente cultivada nas condi¢des padrdao de
laboratério (Li et al., 2020; Wu et al., 2019). Dessa forma, sdo consideradas adequadas
como organismo teste para conduzir os ensaios de ecotoxicidade para poluentes
ambientais (Velki; ECimovi¢, 2015).

Outro bioindicador ¢ a Allium cepa (cebola). Ela tem sido utilizada para verificar
efeitos toxicos de poluentes, devido ao fato de seu uso em testes de citotoxicidade e
mutagenicidade ser considerado simples, barato e sensivel (Mercado; Calefio, 2020; Khan
et al., 2020). Quando expostas a poluentes, as células meristematicas das cebolas podem
sofrer alteragdes no ciclo celular (Ramos et al., 2020). Os danos causados nas células
vegetais também podem resultar na formacao de microntcleos e anormalidades nucleares

(Oost et al., 2003), que serdo contabilizadas como indice de mitose e indice mutagénico.
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Testes bioldgicos utilizando o bioindicador microcrusticeo Artemia salina

apresentam vantagens, incluindo baixo custo, alta sensibilidade e resposta rapida a
determinados niveis reais de toxicidade (Cruzeiro et al., 2017). Este invertebrado ¢
encontrado em ecossistemas de agua salgada e ¢ amplamente utilizado em testes de
ecotoxicidade, pois ¢ capaz de ingerir particulas poluentes menores que 50 pum de
diametro (Lish et al., 2016).

Como a maioria das espécies de anfibios, que tem um ciclo de vida de duas fases
(fase larval aquatica e fase adulta terrestre), esses organismos sao sensiveis a
contaminag¢do da dgua e solo (He et al., 2014). Dessa forma, os anfibios sdo considerados
bons bioindicadores em estudos de ecotoxicidade e risco ambiental (Burlibasa; Gavrila,
2011). A Lithobates catesbeianus (ra-touro) ¢ uma espécie de anfibio que possui grande
capacidade de adaptagcdo a qualquer ambiente e ¢ de facil obtencdo de espécimes para
testes laboratoriais (Veronez et al., 2016; Boiarski et al., 2020; Motta et al., 2020). Estes
organismos podem ser utilizados para a avaliacdo da formacdo de micronucleos ou
alteracdes nucleares apos a exposicdo a poluentes. Os micronucleos sdo gerados
principalmente pela quebra ou perda de cromossomos (Leme; Morin-Morales, 2009), e
as anormalidades nucleares sdo caracterizadas por alteragdes morfoldgicas no nucleo, que
ocorrem quando a célula ativa genes de reparo para suprimir a agdo dos poluentes,
resultando em erros mitdticos, que sdo classificados como mitose C, nucleos lobulados e

perda de cromatides (Zorzo et al., 2021).

3.4.1 Legislacdes Ambientais no Brasil

Analises de toxicidade ja vém sendo exigidas por leis ambientais no Brasil, como
as Resolugdes n°357/2005 e n°430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), (Brasil, 2005; 2011), que preconizam que o efluente ndo devera causar ou
possuir potencial de causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor €
que os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios ecotoxicoldgicos
padronizados, constituindo um importante instrumento do monitoramento dos recursos
hidricos (Tavares, 2014). A Portaria n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 “Dispde sobre
os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano
e seu padrao de potabilidade” (Brasil, 2011).

No Estado do Parand, os ensaios ecotoxicologicos e de monitoramento ambiental

sdo considerados pelo Instituto Agua e Terra (IAT). Estes ensaios sdo utilizados para o
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automonitoramento industrial, segundo a portaria AP n°019/2006 (Parand, 2006), além

também da utilizacdo dos ensaios bioldgicos para o monitoramento da qualidade das
aguas superficiais, avaliacao integrada da qualidade da agua e também no monitoramento
de acidentes ambientais. A Resolucdo n°081/2010 do Conselho Estadual do Meio
Ambiente do Parana (CEMA) (Parand, 2010) dispde sobre critérios e padrdes de
ecotoxicidade para o controle de efluentes liquidos langados em aguas superficiais no
Estado do Parana.

Os testes de toxicidade possuem o beneficio de detectarem as agdes sinergéticas
entre os contaminantes, assegurando a avaliagdo do potencial efeito sobre as condi¢des
de vida dos organismos (Magalhdes; Ferdo-Filho, 2008). Além disso, os dados de
toxicidade podem ser utilizados para comparar diferentes substancias quimicas, além de
permitir comparar a sensibilidade de diferentes organismos aqudticos a uma mesma

substancia (Costa et al., 2008).
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4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL DE ESTUDO

A coleta das aguas foi realizada em cinco pontos do Rio Marrecas (Figura 2), na
foz do Rio Lonqueador (Ponto 4) e na foz do Rio Urutago (Ponto 5), que desaguam no
Rio Marrecas, e uma amostra de 4gua de uma residéncia abastecida com a dgua do Rio
Marrecas tratada pela Estagio de Tratamento de Agua de Francisco Beltrdo-Parana-Brasil

(Ponto 8).
Figura 2 — Pontos de coletas de agua do Rio Marrecas, Lonqueador e Urutago no

municipio de Francisco Beltrao-PR com destaque para a localizagdo da Estacao de

Tratamento de Agua (ETA) e Esgoto (ETE) de Francisco Beltrdo.
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Fonte: Autoria Propria (2024).

O Ponto 1 estd localizado proximo ao inicio da area urbana de Francisco Beltrdo,
no bairro Marrecas, antes do ponto de captacdo da Estacdo de Tratamento de Agua do
municipio, em uma area de declive acentuado com vegetagdo e algumas residéncias a

cerca de 80 metros da margem do rio. O Ponto 2 encontra-se sob a rodovia PR 483,
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proximo ao trevo de acesso para a estrada Santa Barbara. A area tem trafego intenso de

veiculos da rodovia, muitas construcdes, inclusive irregulares, proximas as margens do
rio e vegetacao nas margens do rio. O Ponto 3 esta localizado sob a ponte na Avenida
General Osorio, no bairro Cango, em uma area urbana central, com fluxo intenso de
veiculos e desague de esgotos irregulares as margens do rio. O Ponto 4 foi definido em
uma ponte perto do centro da cidade em 4rea urbana localizada proxima ao estadio do
Arrudao, proximo a foz do rio Lonqueador. O Ponto 5 localiza-se dentro do Parque de
Exposi¢des no bairro Miniguagu, tratando-se das aguas do Rio Urutago que desdgua no
Rio Marrecas, proximo ao Ponto 7, devido ao desvio realizado pela constru¢do do tinel
de canalizag¢do. O Ponto 6 fica proximo da Unidade de Pronto Atendimento (UPA) 24
horas do municipio, na posi¢cao da ponte sob o Rio Marrecas da rodovia Olivo Zanella
(rodovia PR 180). Nesse trecho observa-se densidade habitacional significativa, uma
vegetacdo consideravel, circundada de area agricola em meio a area urbana, presenga de
algumas empresas nas proximidades do rio e trafego intenso de veiculos. O Ponto 7 esta
localizado no bairro Padre Ulrico, apés a Foz do Tunel de canalizagdo, em terreno
ingreme, circunvizinhado por unidades habitacionais e vegetacdo. O Ponto 8 foi coletado
de uma torneira de uma residéncia, localizada no bairro Industrial.

Os pontos de coleta foram definidos baseado em estudos anteriores desenvolvidos
e publicados pelo grupo de pesquisa (Santos et al., 2021; Hellmann et al., 2022). Nas
pesquisas precedentes notou-se que os pontos localizados na regido central da cidade
apresentavam elevada presenga de contaminantes e elevada citotoxicidade e
mutagenicidade (atuais Pontos 3 e 6). Como estes pontos tratava-se da regido do desague
do Rio Lonqueador e Urutago, optou por coletar também amostras da foz destes dois rios
(Pontos 4 e 5, respectivamente). Além disso, o Ponto 6 localiza-se apds uma das Estagdes
de Tratamento de Esgoto (ETE) do municipio. Observou também no trabalho de Santos
et al. (2021) que o Rio Marrecas esta possivelmente sendo afetado pela agricultura da
regido, por isso, optou-se pela coleta da amostra de agua do Ponto 1, localizada apds a

zona rural do municipio e antes do local de coleta de 4gua pela ETA do municipio.

4.2 COLETAS DAS AMOSTRAS DE AGUA
As coletas das amostras de agua foram realizadas no dia 19/08/2022 em alta vazao
do Rio Marrecas (314 m® s!) e dia 08/08/2023 em baixa vazio do Rio Marrecas (5 m> S

). A vazio do Rio Marrecas foi monitorada pelos dados fornecidos pela Agéncia
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Nacional de Aguas (ANA, 2024)). A amostragem foi realizada seguindo os

procedimentos descritos no “Standard Methods” (APHA, AWWA e WEF, 1998) (Figura
3).

Figura 3 — Pontos de coletas dos Rio Marrecas, Lonqueador e Urutago em alta e
baixa vazao.

ALTA VAZAO BAINXA VAZAO

: Ll A
Fonte: Autoria Propria (2024).
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4.3 REGISTRO DO INDICE PLUVIOMETRICO

Com vistas a entender a influéncia da dinamica sazonal média das chuvas ao longo
da bacia do Rio Marrecas, caracterizou-se, por meio dos dados das estagdes
pluviométricas contidas no interior e/ou nas proximidades dos limites da bacia, a

distribuicdo temporal e espacial das chuvas. Os dados utilizados estdo disponiveis no site

da Agéncia Nacional de Agua (Ana, 2024).

4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os parametros pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica (CE),
turbidez e sélidos totais dissolvidos (STD) foram determinados in loco no momento da
coleta, por meio de uma sonda multipametro portatil Horiba U-52.

A determinagdo das concentragdes elementares de metais das amostras de dgua
foi realizada pela técnica de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total (TXRF), pela
Companhia de Saneamento do Parand, devido a acordo de cooperagdo técnica

estabelecido com a empresa.

4.4.1 Determinagao de agroquimicos

A quantificagdo da presenga de multiresiduos de agroquimicos nas amostras de
agua foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, pela
Companhia de Saneamento do Parand, devido a acordo de cooperagdo técnica
estabelecido com a empresa.

Na Universidade Tecnologica Federal do Parana-Campus Francisco Beltrdo foi
realizada a identifica¢do e quantificacdo do agroquimico 2,4D, conforme metodologia
proposta por Bressiani ef al. (2022). Para o preparo das amostras de d4gua foram utilizados
cartuchos C18 (Bekerbond Spe Octadecyl — 500 mg 6 mL™!) em sistema de extragio a
vacuo. As amostras foram filtradas a vacuo com membrana PVDF de 0,22 um. As etapas
do procedimento da extragdo em fase solida (EFS) foram:

1) Condicionamento dos cartuchos: os cartuchos foram ativados pela passagem de 10 mL
de metanol. Em seguida, o equilibrio dos cartuchos foi realizado pela passagem de 10 mL
de agua Mili-Q.

2) Adicao da amostra: foi realizada a passagem da amostra (500 mL) pelo cartucho, com

auxilio de uma bomba de vacuo com vazio entre 2 a 5 mL min™';



31
3) Lavagem do cartucho: os cartuchos foram lavados com a passagem de 5 mL de agua

Mili-Q. O eluato foi descartado e, em seguida, foi realizada a secagem do leito sorvente
pela passagem de ar durante 5 minutos;
4) Elui¢do do analito: o analito foi eluido com 5 mL de metanol.

A andlise para detecg¢do e quantificagdo do agroquimico 2,4D foi realizada pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (UltiMate 3000
da Thermo Scientific) e coluna C18 (4,6 x 250mm, 5 um). A fase movel foi composta por
uma solucdo de metanol e 4gua acidificada (pH = 2,5) com 0,10% de 4cido fosforico
(70:30), com eluigdo isocratica e no fluxo de 1,2 mL min™!. O volume de inje¢do da

amostra foi de 20 pLL e comprimento de onda de 230 nm.

4.4.2 Determinacgdo de hormonios estrogénios

Na Universidade tecnoldgica Federal do Parand-Campus Francisco Beltrdo foi
realizada a identifica¢do e quantificacdo dos hormdnios estrogenos (E1, E2, EE2 e E3),
conforme metodologia proposta por Bohrer ef al. (2021).

Foram utilizados cartuchos C18 (Bekerbond Spe Octadecyl — 500 mg 6 mL™') em
sistema de extracdo a vacuo. As amostras de agua foram filtradas a vacuo com membrana
PVDF de 0,22 um. As etapas do procedimento da EFS foram:

1) Condicionamento dos cartuchos: os cartuchos foram ativados pela passagem de 5 mL
de metanol e 7 mL de acetonitrila. Em seguida, o equilibrio dos cartuchos foi realizado
pela passagem de 5 mL de agua Mili-Q.

2) Adigao da amostra: foi realizada a passagem da amostra (200 mL) pelo cartucho, com
auxilio de uma bomba de vacuo com vazdo de 2 mL min’';

3) Lavagem do cartucho: os cartuchos foram lavados com a passagem de 5 mL de agua
Mili-Q. O eluato foi descartado e, em seguida, foi realizada a secagem do leito sorvente
pela passagem de ar durante 5 minutos;

4) Eluicao do analito: o analito foi eluido com 6 mL de acetonitrila.

Ap0s realizada a EFS, os hormdnios foram quantificados utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do UV (modelo UltiMate 3000,
Thermo Scientific), em coluna C18. As analises foram realizadas apds a inje¢do manual
da amostra com loop de 20 pL, sob uma vazio de 1 mL min™!. A fase mével utilizada foi
de uma proporg¢ao de acetonitrila (ACN) e 4gua ultrapura (Milli-Q) em modo gradiente,

comecando em 20:80 (ACN:H20), alterando-se para 50:50 em 5 min e, posteriormente,
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para 54:46 no decorrer dos 10 min subsequentes, sendo esta ultima propor¢do mantida

até o fim da corrida, com duragdo total de 20 min. A detec¢do foi realizada em um

comprimento de onda igual a 281 nm.

4.4.3 Curvas de calibragdo para determinagdo do agroquimico 2,4D e dos hormoénios
estrogénios

A concentragdo do agroquimico 2,4D e dos hormodnios estrégenos foram
calculadas com base na integracao das areas de pico do cromatograma correspondentes a
cada analito, sendo convertida em concentragdo a partir da equacdo da curva de
calibragdo. Para o agroquimico 2,4D foi preparada uma solugdo do 2,4D nas
concentracdes de 0,04 a 1 mg L' e, para os hormonios estrogenos, foram preparadas
solugdes dos quatro horménios (E1, E2, EE2 e E3) nas concentragdes de 1 a 8 mg L.
Cada ponto foi injetado em triplicata no HPLC, calculando-se as médias e desvios padroes
relativos.

Apos, foi construida as curvas de calibragdo, calculo da equagio da reta e R A
partir da equacdo da reta obtiveram-se os coeficientes angular e linear. A linearidade do
método foi avaliada em funcio do coeficiente de correlacdo linear (R?). O critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlagdo da reta (r?) pela Anvisa (2003) ¢ de 0,99 e pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO,
2016) este deve ser superior a 0,9. A concentracdo minima detectavel ou limite de
deteccao (LD) e o limite inferior de quantificacdao (LQ) do instrumento foram calculados

com as Equacdes 1 e 2:

3xs

(1

Limite de Detecgdo =

10x s

Limite de Quantificagdao = 2)
Onde:
s = Desvio padrao das medicdes;

¢ = Coeficiente angular da curva de calibragao.
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Para realizar a quantificagdo do agroquimico e dos hormdnios estrogénios, foi

realizada a fortificacdo das amostras (apds a extragdo em fase solida) dos pontos com os
padrdes em uma concentragdo de 4 mg L. O cilculo realizado para obten¢dio das

concentragoes esta descrito na Equacao (3):

Concentragao = (Afortificada - Apadréo) *C 3)

Onde:
Afortificada = Area dos resultados analiticos das amostras fortificadas;
Apadrio = Area dos resultados analiticos dos padrdes com concentracdo de 4 mg L'!;

¢ = Coeficiente angular da curva de calibragao.

4.4.4 Validagdo do método analitico

De acordo com a Anvisa (2003) a validacao deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando
a confiabilidade dos resultados. O Inmetro define validagdo como a comprovagao, através
do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdao ou uso
especifico foram atendidos (Inmetro, 2017).

A precisdo mede a capacidade dos resultados obtidos se aproximam entre si e
apresenta a dispersao de resultados para uma mesma amostra. Ela pode ser analisada por
meio da reprodutibilidade, a qual ¢ definida como coeficiente de variagdo. O coeficiente
de variagdo ¢ calculado de acordo com a Equacgdo 4. A exatiddo representa o grau de
concordancia entre o valor encontrado experimentalmente com concentragdo tedrica

(valor esperado) (Equacdo 5) (Anvisa, 2003; Ribani et al., 2004).

s
Coeficiente de variagao = 7 x 100 4)

Cexperimental

Exatidio = x 100 (5)

Cteérica

De acordo com a Anvisa (2003), para o método ser preciso, os valores do
coeficiente de variagdo ndo devem ser superiores a 5% e para ser exato os valores da

exatidao devem ficar na faixa (80-120%).
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4.5 TESTES DE ECOTOXICIDADE

4.5.1 Teste de imobilidade/mortalidade com Artemia salina

O teste de imobilidade/mortalidade com A. salina foi realizado de acordo com o
método proposto por Guerra (2001), com modificagdes baseadas na ABNT NBR 13373
(2010). Inicialmente, cistos do microcrustaceo 4. salina foram incubados em solucdo de
sal marinho sintético (30 g L™!), aerados, com luminosidade e temperatura de 25°C, para
induzir sua eclosdo. Apods a eclosao dos cistos, os nduplios foram transferidos para pogos
de placas de cultivo de 24 pogos, contendo 10 nduplios por poco e 2 mL das amostras. O
controle salino foi realizado com 2 mL da solu¢ao salina, e o controle doce com 2 mL de
agua mineral. Apos 24 horas de incubagdo foi feita a contagem do nimero de nauplios
mortos/imoveis.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Action Stat. Foi realizada
a analise de variancia ANOVA e teste de normalidade, seguido do teste de comparacao

de médias de Dunn (p<0,05).

4.5.2 Teste de fuga com Eisenia fetida

O ensaio de fuga com a minhoca E. fetida foi realizado segundo a norma NBR
ISO 17512-1 (ABNT, 2011). As minhocas da espécie E. fetida foram utilizadas no
experimento com clitelo bem desenvolvido e massa corporal individual de 300 a 600 mg.

Como solo foi utilizada uma adaptagao do solo artificial tropical (SAT) proposto
pela OECD (1984), sendo constituido por uma mistura de areia fina seca e peneirada
(70%), caulim em po6 (20%) e fibra de coco (10%). A umidade do solo foi ajustada para
60% da capacidade méaxima de reten¢do de 4gua. Foi adicionado agua filtrada para o solo
controle, as amostras para o solo-teste e uma soluc¢ao de acido bérico (H3BO3) (1g H3BO;
Kg! de solo) para o controle positivo.

Foram utilizados recipientes frascos retangulares de polipropileno, com altura de
115 mm e dimensdes de 175 x 132 mm. A tampa dos recipientes foi perfurada e seu
volume interior dividido ao meio pela inser¢d@o de um divisor plastico removivel. Para o
experimento, uma das laterais dos recipientes foi preenchida com 300 g de solo controle
(SAT + 4gua) e a outra metade foi preenchida com a mesma quantidade de solo-teste
(SAT + amostra) ou solo controle positivo (SAT + 4cido borico). Apos, foi retirado o

divisor de pléstico e colocado 10 minhocas na linha divisoria entre os dois solos que se
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encontram no mesmo recipiente, lado a lado. Foram realizadas duas repeti¢des biologicas

de cada experimento.

Os recipientes foram mantidos no escuro durante 48 h e, passado esse periodo, foi
colocado o divisor pléstico em todos os frascos, separando os solos controle e teste. Foi
realizada a contagem dos organismos de cada se¢do dos recipientes e, na eventualidade
de algum organismo sofrer corte em seu corpo durante o procedimento de inser¢do do
divisor nos recipientes, considerou-se a presenca desse organismo na se¢ao contendo a
parte anterior do corpo (Candello, 2014).

Foi realizado também o teste de controle dual, onde o solo controle foi disposto
nas duas sec¢des do recipiente. Esse processo verifica o atendimento a um dos critérios de
validag@o do ensaio: a distribuicdo homogénea dos organismos nos recipientes-teste, na
auséncia de contaminantes.

A andlise dos dados foi realizada em termos de porcentagem de fuga (FG%) por

amostra testada, de acordo com a Equagao 6.
nC —nT
Percentual de fuga = I(T)lX 100 (6)

Onde:
nC = numero de minhocas encontradas na se¢do B (solo-controle)
nT = nimero de minhocas encontradas na secao A (solo-teste)

N = numero total de minhocas (soma das replicatas por amostra)

O solo ¢ considerado toxico quando mais que 80% dos organismos expostos
preferem o solo controle (fuga >60%). Respostas negativas (ou seja, as minhocas
preferem o solo-teste) sdo consideradas como 0% de fuga. Para verificar a significancia
da resposta de fuga foi usado o teste estatistico de Fisher unicaudal (p<0,05), utilizando
a meédiatdesvio padrdo do nimero de organismos encontrado em cada seccdo do

recipiente e do controle dual, utilizando o software Action Stat.

4.5.3 Teste de citotoxicidade e mutagenicidade com girinos de Lithobates catesbeianus
O teste do micronucleo com o sangue de girinos de ra-touro (L. catesbeianus)

seguiu a metodologia descrita por Gauthier et al. (2004) e Gongalves et al. (2019), com
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modificagdes. O projeto tem aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo 19.473.178-7).

Os girinos foram obtidos de uma fonte comercial, todos provenientes da mesma
desova e com mesmo periodo de desenvolvimento (entre os estagios 26 ¢ 30 de Gosner).
Eles foram transportados até o laboratério de Biologia da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand, campus Francisco Beltrao, em sacos plasticos contendo a agua de
cultivo dos mesmos, a fim de evitar choques mecanicos, desidratagado e stress.

Os girinos foram aclimatados em aquarios (40 cm x 20 cm X 32 cm, com
capacidade para 20 L) contendo 1 litro de 4gua mineral por animal, por 7 dias. Ap0s, os
girinos foram separados em grupos de 5 girinos por aquario, juntamente com 5 litros das
amostras (1 litro por girino). O grupo controle negativo foi realizado com 5 litros de dgua
mineral. Os girinos permaneceram por 14 dias nestas solu¢des controle e tratamento, a
temperatura de 224+2°C, com aeragdo constante e foram alimentados com ragao de peixe
a cada 3 dias.

A cada 48 horas os parametros pH, oxigénio dissolvido e temperatura foram
determinados das solug¢des controle e tratamento, por meio de uma sonda multipametro
portatil Horiba U-52. Caso preciso, o pH era ajustado de forma a manter o mesmo entre
6,5 ¢ 7,5, adequado ao crescimento e desenvolvimento dos animais.

A sobrevivéncia dos girinos foi registada a cada 24 h. Os girinos foram
considerados vivos quando apresentaram algum tipo de nata¢do apds um leve estimulo
com uma haste de vidro. Os dados de mortalidade foram expressos em porcentagem de
animais mortos no final do tratamento.

Apods o tratamento cronico os girinos foram anestesiados e eutanasiados por
aproximadamente 10 minutos em solu¢do de benzocaina a 5%. Apds a confirmagdo da
morte, foi feita a retirada do sangue caudal dos girinos. O sangue foi colocado sobre uma
lamina limpa, seca e feito o esfregago do mesmo para a confec¢do da lamina. As laminas
preparadas foram fixadas por 1 hora em metanol, secas a temperatura ambiente, fixadas
com alcool 96% por 30 minutos, secas a temperatura ambiente por 12 horas, e coradas
com Giemsa 20% diluido em tampao fosfato (pH 6,8), durante 20 minutos.

As laminas foram analisadas determinando a frequéncia de micronucleos e outras
alteragcdes nucleares (células segmentadas, células binucleadas, células com broto e
células reniforme) em 1000 eritrdcitos para cada girino, usando o microscopio Optico de

luz, com aumento da objetiva de imersao (100 X). Foi feito o calculo do niimero médio
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de micronucleos, do percentual de microntcleos, do nimero médio de alteragdes

nucleares e do percentual de alteragdes nucleares de cada grupo controle e tratado.

A analise estatistica da média do nimero de micronucleos ¢ das alteragdes
nucleares foi realizada pela analise de variancia ANOVA e teste de normalidade, seguido
do teste de comparagdo de médias de Tukey (p<0,05) (alta vazao) e Dunn (p<0,05) (baixa

vazdo), utilizando o software Action Stat.

4.5.4 Teste de citotoxicidade do MTT com cultura de células humana

As células de figado humano (Huh7.5) foram cultivadas em frascos de cultura de
25 cm? contendo 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 15% de soro
bovino fetal e incubadas em estufa incubadora CO, (5%) a 37 °C.

Para realizar o teste da citotoxicidade foram utilizado o ensaio com MTT [3-(4,5-
Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide], de acordo com o protocolo de
Mosmann (1983). Foram utilizadas placas de cultivo de 96 pogos onde, em cada pogo,
foram semeadas aproximadamente 1x10* células. Apos 24 horas, o meio de cultura de
cada poco foi descartado e adicionado 100 pL de meio completo para os grupos: controle
negativo (CO") (meio de cultura), controle positivo (CO") com o agente citotoxico metil
metanosulfonato (MMS 500 uM) e as concentragdes de 1:10 e 1:100 (v/v, amostra/meio)
de cada amostra de 4gua. No momento do uso as amostras foram filtradas utilizando
microfiltros com um tamanho de poro de 0,22 um, para maxima retencdo de
microrganismos que pudessem estar contidos nessas.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apos esse tempo, o meio de
cultura foi substituido por 100 uL. de meio de cultura ndo suplementado, acrescido o
reagente MTT (0,167 mg mL™). A placa foi incubada novamente por mais 4 horas, e na
sequéncia, removido cuidadosamente o meio contendo MTT e aos pogos foram
adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para a solubilizagdo dos cristais de
formazan. As leituras das absorbancias foram realizadas em uma leitora de microplaca a
450 nm. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das absorbancias.

Foram calculados a média e o desvio padrdo das absorbancias, com andlise de
variancia (one way ANOVA) e teste de normalidade, seguido do teste de comparacao de
médias de Dunnet (p<0,05), utilizando o software Action Stat. Os valores percentuais de
viabilidade celular (VC) foram estimados pela razao entre a absorbancia do tratamento e

a absorbancia do controle negativo.
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4.5.5 Teste citotoxicidade e mutagenicidade com Allium cepa

A citotoxicidade e mutagenicidade das amostras foi realizada com o bioindicador
vegetal 4. cepa (cebola). Foram utilizadas as células meristematicas da raiz de A. cepa
preparadas pela reacao de Feulgen e coradas com o reativo de Schiff (Fiskesjo, 1985).

Inicialmente, os bulbos de cebola adquiridos de fonte comercial foram limpos.
Entdo, a regido da radicula de 5 cebolas (por grupo) foi colocada em contato com as
amostras de agua coletadas, o controle negativo (agua mineral) e o controle positivo
(solugdo de paracetamol 1 g L"), por 5 dias, sendo que todos os dias foi realizada a troca
das solugdes em contato com os bulbos.

Apds, foi realizada a coleta das raizes, que foram fixadas com metanol e acido
acético na proporc¢do 3:1 (v/v) por 24 h na geladeira, depois, foram lavadas com agua
destilada e sofreram hidrélise com 5 mL de acido cloridrico 1 N a 60°C, por 10 min, em
estufa a 60°C. Apds a lavagem, as raizes foram coradas com 5 mL do reativo de Schiff
por 45 min. Para o preparo das laminas, foi utilizada a regido meristematica das raizes,
que foi macerada com orceina acética e coberta com laminula.

As laminas foram analisadas utilizando o teste “cego” em microscopios de luz
(objetiva de 40x). Foram contadas mil células cada bulbo, totalizando 5000 células de
cada grupo controle ou amostra, diferenciando-as de acordo com as fases mitoticas
(Intérfase, Profase, Metafase, Anafase, Telofase). Também foram avaliadas as células
com alteracdes estruturais, como metafases colchicinicas ou desorganizadas, anafases
multipolares ou com cromossomos soltos, micronucleos e outras.

Para a determinagdo da citotoxicidade foi feito o calculo do Indice Mitético (IM%)
(Equacdo 7). Os dados foram avaliados pela analise de variancia ANOVA e teste de
normalidade. Os dados foram transformados pela Transformac¢do de Box-Cox e foi
aplicado o teste de comparagao de médias de Tukey (p<0,05), utilizando o sofitware

Action Stat.

(nimero de células em divisio)

IM% = [ ]X 100 (7)

(ntmero total de células analisadas)

Para a determinacio da mutagenicidade foi feito o célculo do Indice de
Mutagenicidade (IMG%) (Equacdo 8). Os dados foram avaliados pela analise de
variancia ANOVA e teste de normalidade, seguido do teste de comparacao de médias de

Dunn (p<0,05), utilizando o software Action Stat.
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(ntmero de células alteradas)

IMG% = | | x 100 (8)

(nimero total de células analisadas)

4.6 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A andlise dos componentes principais foi realizada utilizando o programa Past
4.03. Para analise estatistica e montagem da matriz de dados foram plotados os pontos de
coleta, os dados de cada teste de ecotoxicidade e os parametros fisico-quimicos, teor de
metais, agroquimicos ¢ hormoénios. Os valores foram expressos em diagramas de
dispersao utilizando os componentes principais 1 € 2 com valores de Eigen e os dados das

variaveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ALTA VAZAO
5.1.1 Indice Pluviométrico e Vazio

Segundo Czerniaski (2022), a vazao normal do Rio Marrecas-Francisco Beltrao-
Parana ¢ 12 m> s”!. Entretanto, entre os dias 17 e 18 de agosto de 2022 ocorreu a sétima
maior chuva em volume (142 mm), desde 1974, segundo dados da estagao meteorologica
do lapar (Pegoraro, 2022). Essa chuva, elevou a vazao do Rio Marrecas, chegando a 314
m?® s! (Anexo I — Figura 1 e 2) no dia 19 de agosto de 2022 (data da coleta),

aproximadamente 26 vezes maior que a vazao normal do rio.

5.1.2 Analises Fisico-Quimicas

Na Tabela 1 estdao apresentados os resultados dos parametros fisico-quimicos das
amostras de agua coletadas na alta vazao, obtidos in /loco no momento da coleta.

Os valores de pH do presente estudo variaram entre 6,01 e 7,77. A Resolugao do
CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) e a Portaria n® 2914/2011 do Ministério da Satde
(Brasil, 2011) estipulam valores de pH entre 6 a9 ¢ 6 a 9,5, respectivamente, para todas
as classes de qualidade de 4gua doce e para a potabilidade da 4gua de consumo. Sendo
assim, os resultados do presente estudo estdo dentro dos limites preconizados pelas
legislagdes vigentes.

Com relagdo aos valores de oxigénio dissolvido, todas as amostras de dgua dos
rios (valores entre 9,24 e 11,20 mg L) apresentavam-se dentro do valor exigido na
Resolugdo (> 5 mg L). Ja para a condutividade elétrica, as amostras das 4guas dos rios
também estavam dentro do limite (< 3200 mS cm™!) da legislacdo proposta pela Resolucio
do Conselho Estadual de Recursos Hidricos do Parana n°® 122/2023 (Paran4, 2023).

O parametro turbidez foi superior ao valor méximo permitido pela Resolugdo do
CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) para agua doce classe 2 (100 NTU) para os pontos
de amostragem 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas), sendo o maior valor observado no Ponto 7
(217,60 NTU), localizado ap6s o desague da canalizagao do Rio Urutago. O Ponto 8, que
¢ a amostra de agua de consumo da populagdo, coletada em uma residéncia no Bairro
Industrial de Francisco Beltrao, também apresentou turbidez superior (2,53+0,06 NTU)
ao valor estabelecido pela Portaria n® 2914/2011 (Brasil, 2011) (< 1 NTU).
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Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos das amostras de 4gua coletadas em alta vazao.

Pontos de Ph CE 1 Turbidez oD 1 STD1 Hormonios (u L) Agr(c:lqlligr)nco

amostragem (mS cm™) (NTU) (mgL™) (gL El B2 EED B3 24D
1 6,20+0,32  49,20+5,97  200,25+67,93* 9,62+0,53 31,80+3,96* < 0,005 0,17 1,34  <0,001 < 0,006
2 6,01+0,16  51,20+2,59  180,40+20,18* 9,55+0,82 32,80+2,17* < 0,005 0,66 1,37 <0,001 < 0,006
3 6,10+0,20 46,60+2,61 183,20£11,17* 9,49+0,65 30,00+2,24* < 0,005 1,93 1,40 0,17 56,08%*
4 6,69+0,36  90,00+0,00 40,72+0,88  9,24+0,70 58,20+0,45* < 0,005 0,48 1,39 < 0,001 43.41*
5 7,03+0,21  94,00+0,00 33,70+1,26  9,83+0,40 61,00+0,00* 0,10 1,10 1,51 0,17 222,49%
6 6,75+0,16  38,60+6,66 205,80+6,34* 10,76+0,6 24,20+5,17* < 0,005 <0,001 1,39 <0,001 197,17*
7 7,77£0,42  46,40+0,55 217,60+£2,70* 11,20+0,2 30,20+0,45* < 0,005 <0,001 1,48 0,16 91,65*
8 7,64+0,00 0,19+£0,00%**  2,53+£0,06*** 8 73+0,52 0,122+0,00 <0,005 <0,001 <0,003 <0,001 79,29%**

M 60290 NL <100 >5 <05 NL NL NL  NL <30

Rei‘jlfggj’zggm 6,029,0 <3200 NL NL NL NL NL NL NL NL
Portaria do
Ministério da 6,0a9,5 NL <1 NL <1 NL NL NL NL <30
Satade n°2914/2011

CE: Condutividade Elétrica; OD: Oxigénio Dissolvido; STD: Solidos Totais Dissolvidos.
Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagio.
ND: Nao detectado. NL: Nao legislado.
Diferente do valor permitido pela legislagao vigente: *CONAMA n°357/2005; **Resolucdo CERH n°® 122/2023; ***Portaria do Ministério da
Satde n°2914/2011.
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Resultado semelhante foi obtido por Zonta et al. (2008), que mostraram que na

época das chuvas houve uma queda no indice de qualidade das aguas (IQA) do Rio
Alegre, Espirito Santo, Brasil, devido ao grande aumento da turbidez e so6lidos totais da
agua. Inclusive, no presente estudo, os solidos totais dissolvidos também foram superiores
ao estabelecido pela Resolu¢do do CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) para dgua doce
classe 2 (< 0,5 g L"), em todos os pontos de amostragem dos rios (Pontos 1 a 7). Este
resultado era esperado pelo elevado volume de chuvas na época da coleta, que pode
carrear as particulas solidas pelo escoamento superficial ou ressuspender as particulas
depositadas nos sedimentos dos rios. Silva et al. (2008), por exemplo, indicaram relagdo
positiva entre precipitacdo e solidos suspensos totais e Barreto et al. (2014) apontaram
que os solidos totais dissolvidos e a turbidez aumentaram linearmente com o incremento
da vazao do rio.

Ainda de acordo com a Tabela 1, o hormoénio estrona (E1) foi detectado apenas
na foz do Rio Urutago (Ponto 5) na concentragio de 0,10 u L', os demais pontos de
amostragem apresentaram valores abaixo do limite de deteccdo do método (LDM) (<
0,005 p L. J4 0 horménio 17B-estradiol (E2) foi detectado nos Pontos 1,2, 3, 4 ¢ 5, com
concentragdes variando de 0,17 a 1,10 u L', sendo que as amostras dos Pontos 6, 7 € 8
ficaram abaixo do LDM (< 0,001 pu L.

O hormonio 17a-etinilestradiol (EE2), foi o mais detectado nos pontos avaliados
(todos com excecdo do ponto 8), com concentragdes variando entre 1,34 a 1,51 p L,
sendo os maiores valores obtidos na foz do Rio Urutago (Ponto 5) e foz do Rio
Lonqueador (Ponto 7), que desagua no Rio Marrecas. O Ponto 8 (4gua para consumo da
populagio) ficou abaixo do LDM (< 0,003 p L!). O horménio estriol (E3) foi detectado
apenas nos Pontos 3, 5 e 7, com valores de 0,17, 0,17 ¢ 0,16 p L, respectivamente. Os
demais pontos de amostragem ficaram abaixo do LDM (< 0,001 p L.

Segundo Torres ef al. (2021) os hormonios estrogénios (E1, E2, EE2, E3) foram
detectados em amostras de &agua superficial, subterranea, solo e sedimento em
concentragdes entre ng L' amg L™ e, mesmo em baixas concentragdes, podem desregular
o sistema endocrinos de diversos organismos. Essas concentragdes de hormodnios
encontrada nas aguas do rio, pode ser devido a sua excre¢do via urina e fezes, na forma
de metabolitos ou substancia ativa inalterada.

Na bacia do Rio Dehui, localizado na China, também foi encontrado os hormonios

estrogénios E2, EE2 e E3 com concentragdes de 11,20, 16,71 e 10,17 ng L,
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respectivamente (Zhang et al., 2022). Ainda segundo o autor, o horménio E2 pode ser

proveniente de animais, enquanto o EE2 e E3 pode ser derivado de atividades humanas,
e esses hormonios podem apresentar elevados riscos ao meio ambiente. Desta forma,
observa-se contaminacao nas amostras das aguas dos Rios Marrecas, Lonqueador e
Urutago tanto de origem animal como humana.

Vale destacar, que a técnica utilizada para determinagdo dos hormdnios
estrogénios, do presente trabalho, foram validadas pelos métodos de linearidade, exatidao
e precisao (Apéndice A — Tabela 1 e 2).

Além dos hormonios, foi possivel detectar o agroquimico 2,4D em valores acima
do permitido pela Resolugio do CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) (<30 p L) e a
Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude (Brasil, 2011) (<30 p L") nos pontos de
amostragem 3, 4, 5, 6, 7 e 8, variando de 43,41 a 222,49 p L', sendo o maior valor
novamente na foz do Rio Urutago (Ponto 5). Além disso, a concentragdo do agroquimico
no Ponto 6 também foi elevada (197,17 p L), podendo ter influéncia da localiza¢io do
ponto, que estd proximo a uma regido agricultdvel localizada nesta regido da 4rea urbana
do municipio. Somente os Pontos 1 e 2 ficaram abaixo do LDM (< 0,006 pg L!). Vale
ressaltar que a técnica utilizada para determinag¢do do agroquimico 2,4D também foi
validada pelos métodos de linearidade, exatidao e precisdo (Apéndice A — Tabela 3 e 4).

Segundo Brovini ef al. (2021) faltam informagdes sobre a concentragdo do
herbicida 2,4D (segundo agroquimico mais vendido no Brasil) em aguas doces
superficiais no Brasil. As concentracdes de 2,4D no Brasil geralmente sdo semelhantes
as encontradas em outros paises (Brovini et al. 2021), como Canada (1,68 pg L)
Argentina (0,99 pg L), Franca (0,2 pg L) e Espanha (0,024 pug L) (Botta et al., 2012;
Pérez et al., 2017; Metcalfe et al., 2019). Entretanto, foi encontrada concentracao elevada
em agua superficial no estado de Santa Catarina (74,5 pg L), sendo que esta
concentracdo foi encontrada perto de pequenas cidades localizadas em areas rurais
(Pinheiro et al., 2010). Vale notar que os dados do presente estudo indicam quantidades
ainda maiores deste agroquimico nas amostras de 4gua dos Rios Marrecas e Urutago e na
agua de consumo da populagdo (Ponto 8).

Estes resultados merecem atencao pois, embora a maior parte das concentragdes
ambientais registradas do 2,4D no Brasil estivessem abaixo dos limites permitidos pela
legislagdo brasileira, ja sdo suficientes para representar um elevado risco para os

ecossistemas aquaticos (Brovini ef al. 2021). Assim, a utilizagdo crescente e continua de
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agroquimicos na agricultura esta elevando a sua concentra¢do, contaminando a dgua e o

solo, além de impactar a satide humana por meio da cadeia alimentar (Al-Shaalan et al.,
2019).

Em ambientes aquaticos, os contaminantes quimicos sofrem muitas interacdes
quimicas ou bioldgicas, levando a sua transformagao. Entretanto, muito destes poluentes
ndo sdo degradaveis e possuem uma elevada persisténcia nos ecossistemas aquaticos
(Thushari; Senevirathna, 2020). Os agroquimicos sdao considerados contaminantes
quimicos potentes no ambiente aquatico. A sua toxicidade afeta adversamente o
crescimento, fisiologia, reproducdo, imunidade e induz alteragdes histopatologicas graves
de varios tecidos de organismos aquaticos (Rohani, 2023), afetando diretamente a satude

humana e a biodiversidade (Intisar et al., 2022).

5.1.3 Ensaios Ecotoxicologicos
5.1.3.1 A. salina

Os resultados do teste de imobilidade/mortalidade utilizando o microcrustaceo A.
salina (Figura 4) mostram que as amostras coletadas na alta vazdo ndo apresentaram
efeito toxico ao organismo teste, ou seja, ndo apresentaram numero meédio de organismos

mortos/imoveis estatisticamente diferente do controle negativo.

Figura 4 — Numero médio de organismos mortos/imoveis pelo ensaio de toxicidade com

A. salina das amostras de agua coletadas na alta vazao.

,_‘
N N [o2e) [e)
1 1 1 J

o

Taxa de Mortalidade (%)
[\

)

a a

a a

a a a a I a I

CO-S CO-D PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Grupos

Grupos: CO-S: Controle salino; CO-D: Controle doce; Pontos de amostragem: 1,2,3,6

e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para

consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo

Teste de Dunn (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).
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Entretanto, os Pontos 4 (foz do Lonqueador) e 7 (Rio Marrecas apds o desague da

canalizagdo do Rio Urutago) apresentaram taxas de mortalidade de 6,67%. Estes foram
os pontos de amostragem com elevado solidos totais dissolvidos (P4 e P7), turbidez (P7),
teor dos hormonios E2 (P3), EE2 (P3 e P7) e E3 (P7) e teor do agroquimicos 2,4D acima
do limite permitido pela legislacio (P4 e P7) (Tabela 1). Inclusive, a andlise de
componentes principais (PCA) indicou correlagdo positiva da taxa de mortalidade do
bioindicador 4. salina com o agroquimico 2,4D, o hormonio estrogénio E3, pH, so6lidos
totais dissolvido e condutividade elétrica (Figura 5A).

A toxicidade de 4guas contaminadas por agroquimicos ao bioindicador 4. salina,
foi avaliada por outros estudos (Cruzeiro ef al., 2017; Gambardella et al., 2018; Alves et
al., 2019; Ivorra et al., 2019). A exposi¢do em longo prazo (72, 96 e 192 h) as
concentragdes de agroquimicos afetam significativamente a sobrevivéncia dos nauplios,
aumentando assim a taxa de mortalidade da A. salina (Gambardella et al., 2018). De
acordo com Cruzeiro et al. (2017), ao avaliar a concentragdo méaxima de misturas de
agroquimicos, identificou-se um potencial de toxicidade a exposi¢do de curto prazo (24
horas) em A. salina, afetando a locomog¢ao do nauplios.

Silva e Abessa (2019) avaliaram a toxicidade do hormonio EE2 através da
sobrevivéncia para dois crustdceos marinhos (4. salina e Mysidopsis juniae) e, segundo
aos autores, o EE2 foi o mais toxico, dentre os contaminantes avaliados. Entretanto,
Curvas de calibragdo para determinacdo do agroquimico 2,4D e dos hormonios
estrogénios ensaios ecotoxicologicos com os hormodnios naturais (E1, E2 e E3), ainda sdo

escassos na literatura.

5.1.3.2 E. fetida

Os resultados obtidos para o ensaio de toxicidade com o bioindicador E. fetida
com as amostras de agua obtidas em alta vazao estdo plotados nas Figuras 6 e 7.
Primeiramente, os dados da Figura 6 mostram que o experimento pode ser validado,
porque houve distribuicdo homogénea das minhocas no solo controle negativo. Além
disso, verificou-se que apenas o Ponto 4 (foz do Rio Lonqueador) foi téxico ao
bioindicador E. fetida, apresentado taxa de fuga de 70% (Figura 7). De acordo com a
norma NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011) o solo ¢ considerado téxico quando a taxa de
fuga for maior que 60%. Entretanto, a analise estatistica realizada pelo teste de Fisher

unicaudal ndo identificou diferencas estatisticas significativas.



Figura 5 — Anélise de componentes principais das amostras de agua coletadas na alta vazao.
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Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populacio. A:
Artemia salina; B: Eisenia fetida; C: Lithobates catesbeianus; D: Cultura celular; E: Allium cepa; pH: Potencial Hidrogenionico; Turb: Turbidez;
OD: Oxigénio Dissolvido; STD: Solidos Totais Dissolvidos. Cond: Condutividade Elétrica; E1: Hormonio Estrona; E2: Hormoénio 17p-estradiol;

EE2: Hormonio 17a-etinilestradiol; E3: Hormonio Estriol; 2,4-D: Agroquimico 2,4D; TM: Taxa de Mortalidade; TF: Taxa de Fuga; AN:
Alteragdes Nucleares; MN: Micronucleos; Cito: Citotoxicidade; IM: Indice Mitético; IMG: Indice Mutagénico.
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Figura 6 — Numeros médios dos organismos E. fetida distribuidos nos solos controle e

teste das amostras de dgua coletadas na alta vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para
consumo da populacao.

Fonte: Autoria Propria (2024).

Figura 7 — Taxa de fuga dos organismos E. fetida das amostras de dgua coletadas na alta
vazao.
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Grupos: CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4

(Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagio.
Fonte: Autoria Propria (2024).

Taxa de Fuga (%)

Como destacado anteriormente, o Ponto 4 também resultou em mortalidade da 4.
salina e elevados solidos totais dissolvidos, hormdnios E2 e EE2 e 2,4D (Tabela 1). A
PCA (Figura 5B) indicou correlacdo positiva da taxa de fuga com a turbidez, oxigénio
dissolvido e o hormonio estrogénio EE2. Maranho ef al. (2014) também comprovaram a

toxicidade, pela taxa de mortalidade, de poliquetas da espécie Hediste diversicolor apds
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exposi¢do as concentragdes de 0,01 e 10,0 ng g”! de EE2. De acordo com Markman et al.

(2007), as minhocas podem ser usadas como bioindicadores para desreguladores
endocrinos, como o E2, pois estes animais acumulam esses compostos em niveis

elevados, indicando ainda, uma possivel transferéncia para a cadeia alimentar terrestre.

5.1.3.3 L. catesbeianus

A analise das laminas dos eritrocitos de L. catesbeianus revelou presenga de
micronucleos nos Pontos 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8. Entretanto, estatisticamente, apenas o Ponto 5
(foz do Rio Urutago), Ponto 6 (regido central da cidade) e Ponto 8 (4gua residencial
localizada no Bairro Industrial) apresentaram percentuais médios de micronucleos
superiores aos do controle negativo (dgua mineral), indicando um efeito mutagénico
destas amostras (Figura 8). A presenca de microntcleos em eritrocitos de girinos de L.
catesbeianus expostos a amostras de agua do presente estudo indicam a presenca de
substancias capazes de induzindo danos ao material genético desses organismos. Santos
et al. (2021), avaliando as aguas do Rio Marrecas nas quatro estagdes climaticas do ano
também observaram que o Ponto 6 (do presente estudo) apresentou efeito mutagénico
para girinos de L. catesbeianus no verdo, outono e inverno.

Os Pontos 5, 6 e 8 do presente estudo foram os pontos de coleta com elevados
solidos totais dissolvidos, acima do permitido pela legislagdo (P5 e P6), além de elevado
teor dos horménios E1, E2 e E3 (P5), EE2 (PS5 e P6) e os maiores teores do agroquimicos
2,4D dentre todos os Pontos de coleta (PS5 e P6), acima do limite permitido pela legislagao
(PS5, P6 e P8) (Tabela 1). Inclusive, a PCA apresentou correlagdo positiva entre a
formag¢ao dos microntcleos em L. catesbeianus com o hormonio E3, o agroquimico 2,4D
e o pH. Vale destacar que o Ponto 6 situa-se proximo de uma 4rea agricultavel e, a elevada
quantidade de chuvas na época da coleta das amostras pode ter carreado poluentes para
as aguas do Rio.

Girinos de Boana faber e Leptodactylus latrans expostos ao glifosato e ao 2,4D
também apresentaram mais microntcleos e anormalidades nucleares do que os girinos
controle (Pavan et al., 2019). De acordo com Mesak et al. (2018) o 2,4D tém efeito
mutagénico em girinos de ra-touro, mesmo em baixas concentragdes. Assim, o resultado
do presente estudo merece atengao, pois até mesmo a amostra de dgua tratada pela ETA
continha o agroquimico 2,4D (Tabela 1) e apresentou efeito mutagénico para os anfibios

do presente estudo.
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Figura 8 — Porcentagem média de micronucleos em L. catesbeianus expostos as

amostras de agua coletadas na alta vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo. Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para
consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).

= L
\o) W

Niamero Médio de Micronucleos
(%)
S
S =
— W

Curi et al. (2019) também avaliou a exposi¢do cronica ao herbicida (2,4D) e,
segundo os autores, o 2,4D alterou a sobrevivéncia dos girinos (Physalaemus
albonotatus) expostos, causou diversas anormalidades morfoldgicas e alteracdes
histologicas hepaticas, principalmente nas maiores concentracdes testadas. No presente
estudo, apesar dos efeitos mutagénicos identificados nenhum ponto de coleta resultou em
alteracdo na sobrevivéncia dos girinos de ra-touro, pois taxa de mortalidade de todos os
grupos foi 0%.

Além dos micronucleos, outras alteracdes nucleares também foram encontradas
nos eritrocitos de girinos de L. catesbeianus do presente estudo, sendo que todos os pontos
analisados revelaram a presenca de uma ou mais alteracdes nucleares nos eritrocitos
(Tabela 2). Entretanto, estatisticamente, somente o Ponto 1, local de captacao da agua do
Rio Marrecas pela ETA do municipio apresentou efeito citotoxico para os girinos de ra-
touro (Figura 9), sendo a cromatina descondensada a alteracdo nuclear mais frequente

(20,20+7,60) (Tabela 2).



vazao.
alll)l(::;:g:gdein Binucleada Trinucleada Segmentada Broto degcr(:)::iig:;da Reniforme
CO- 4,60+1,62  0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Pl 92042,92 5204249  0,00+0,00 0,00£0,00  20,20+7,60 0,00+0,00
P2 4,0041,10  0,00£0,00  0,00£0,00 0,00£0,00  4,00+1,67 0,00+0,00
P3 0,0040,00  0,00+0,00  3,60+2,33  0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00
P4 3,00+£3,8  0,00£0,00  3,80+1,33  0,00:+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
P5 3,40+2,15  0,00£0,00  7.80 42,64 2,00+1,10 0,00+0,00 0,00+0,00
P6 1,4041,02  0,00£0,00  2,20+0,98 0,80+1,17  0,00+0,00 0,00+0,00
P7 1,2042,40  0,00£0,00  0,60+0,80 0,60+1,20  0,00+0,00 0,00+0,00
P8 1,204 1,60  0,00£0,00  0,80+0,98  0,00:0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

para consumo da populacao.
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Tabela 2 — Numero médios das alteragdes nucleares observadas nos eritrocitos dos L. catesbeianus expostos as amostras de dgua coletadas na alta

Grupos: CO-: Controle negativo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua
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O Ponto 1 apresentava elevada turbidez e sélidos totais dissolvidos acima do
permitido pela legislacdo, além de presenga dos hormdnios E2, EE2 (Tabela 1), sendo
que a PCA indicou correlagdo positiva entre alteragdes nucleares e a turbidez (Figura 5C).
Salla et al. (2016) analisaram o efeito da exposi¢ao aguda (96h) do hormonio estrogénio
sintético (EE2) em girinos (Lithobates catesbeianus) e verificaram que o mesmo induziu
taquicardia, apontando efeito direto no coragdo, alterou a funcdo cardiaca, aumentou a
for¢a cardiaca, elevou a demanda energética cardiaca, reduzindo a disponibilidade de

energia para outros processos morfogenéticos.

Figura 9 — Porcentagem média de alteracdes nucleares de L. catesbeianus expostos as

amostras de agua coletadas na alta vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4
(Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagio.
Meédias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05)

Fonte: Autoria Propria (2024).

5.1.3.4 Células Huh7.5

Os dados da Tabela 3 apresentam os resultados das absorbancias médias dos
tratamentos das células de figado humano (Huh7.5) com as amostras de dgua coletadas
na alta vazao.

A andlise estatistica mostra que a maior concentragao [1:10] do Ponto 3 (P3 —
localizados na regido central da cidade), no maior tempo de avaliacdo (72 horas),
apresentou atividade proliferativa, com absorbancias médias estatisticamente maiores que
a do controle negativo, e com viabilidade celular de 163,16% (Tabela 3). A concentragao

de [1:100] do Ponto 8 (P8 — 4gua tratada pela ETA), no tempo de 24 horas, também
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apresentou atividade proliferativa, com absorbancia média estatisticamente maior que a
do controle negativo, e com viabilidade celular de 131,66% (Tabela 3). Estes resultados
indicam um aumento na divisdo celular ou na atividade mitocondrial das células expostas
a estas amostras de agua, possivelmente, devido ao estresse celular causado pela

exposicao a algum poluente presente nas mesmas.

Tabela 3 — Percentual de viabilidade celular (VC) de células Huh7.5 tratadas com as
concentracoes (1:10, 1:100) das amostras de agua coletadas em alta vazao, por 24,48 ¢

72 horas.

Célula Huh7.5
Grupos VC [%]
24h | 48h | 72h
CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 57,79*% 47,01* 30,24*

P1[1:10] 84,94 88,64 108,22

P1[1:100] 80,60 86,96 96,28

P2 [1:10] 9498 106,70 100,55

P2 [1:100] 106,08 86,42 109,72

P3[1:10] 97,97 101,75 163,16*

P3[1:100] 117,57 101,14 88,81

P4 [1:10] 95,27 103,03 134,88

P4 [1:100] 104,92 103,03 93,14

P5[1:10] 105,50 105,44 94,50

P5[1:100] 93,05 97,77 91,07

P6 [1:10] 108,88 94,44 133,70

P6 [1:100] 120,94 115,85 111,62

P7[1:10] 116,60 93,48 99,43

P7[1:100] 121,52 111,96 94,50

P8 [1:10] 115,15 121,05 100,26

P8 [1:100] 131,66* 106,40 100,73
CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1,2,3,6¢e7
(Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo

da populagdo. * Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de
Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024).

Estes pontos de coleta continham com elevada turbidez e elevado teor do
agroquimico 2,4D (P3 e P8), condutividade elétrica (P8), so6lidos totais dissolvidos e
elevados teores dos hormonios E2, EE2 e E3 (P3) (Tabela 1). Vale destacar que o Ponto

8 também apresentou efeito mutagénico para os girinos de L. catesbeianus. E, semelhante
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ao observado para a mutagenicidade dos anfibios, a PCA apresentou correlacao positiva
das absorbancias médias do teste de citotoxicidade (para a maior concentragdo) com o
agroquimico 2,4D e o pH (tempo de 48h) e a turbidez (tempo de 72h) (Figura 5D).

O Ponto 3 trata-se do local do Rio Marrecas da regido central do municipio. Foram
os Pontos 3 e 8 (4gua coletada em uma residéncia abastecida pela ETA do municipio) que
apresentaram estes efeitos para a linhagem celular humana. Segundo Trintinaglia ef al.
(2015), os ensaios de citotoxicidade usando culturas de células sdo uma forma de analisar
a toxicidade bioldgica de dguas superficiais, auxiliando no controle da qualidade da 4gua.
E, como observado por Picini et al. (2022), as atividades antropogénicas podem resultar
em ma qualidade da maioria das fontes de dgua que, por sua vez, exigem sistemas

sofisticados e etapas de purificacdo adicionais para a entrega de agua potavel a populagao.

5.1.3.5 4. cepa

Os resultados do teste de citotoxicidade (Figura 10) e mutagenicidade (Figura 11)
das células meristematicas de 4. cepa expostas as amostras de dgua coletadas em alta
vazdo mostram que os grupos ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa
do controle negativo para os indices mitdticos e indices de mutagenicidade,

respectivamente.

Figura 10 — Percentuais médios dos indices mitoticos (IM%) da A. cepa exposta as

amostras de dgua coletadas na alta vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) ¢ 8: Agua para
consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Desta forma, apesar de apresentarem efeitos ecotoxicologicos para outros
bioindicadores e parametros fisico-quimicos alterados, as amostras ndo afetaram este
bioindicador vegetal.

O indice mitotico (IM%) pode ser usado como biomarcador para verificar o nivel
de citotoxicidade de compostos em testes de biomonitoramento ambiental. Por outro lado,
o indice mutagénico (IMG%) é o potencial genotdxico das amostras avaliado pela
ocorréncia de aberragdes cromossdmicas e pela formacao de micronucleos nas células da

ponta da raiz de 4. cepa.

Figura 11 — Percentuais médios dos indices mutagénicos (IMG%) da A. cepa exposta as

amostras de agua coletadas na alta vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) ¢ 8: Agua para
consumo da populacdo. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).

5.2 BAIXA VAZAO
5.2.1 Indice Pluviométrico e Vazio

O municipio de Francisco Beltrao-Parana apresentou um periodo de estiagem
(pouca precipitacdo), ocasionando uma reducao na vazao do Rio Marrecas, sendo que no
dia 08 de agosto de 2023 (data da coleta) a vazdo era 5 m> s! (Anexo I — Figura 3 e 4),
aproximadamente 2,4 vezes menor que a vazdo normal do rio (12 m® s™!) (Czerniaski,

2022).
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5.2.2 Analises Fisico-Quimicas

Os resultados dos parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas na
baixa vazao, obtidos in loco no momento da coleta estdo apresentados na Tabela 4.

A Resolugdo do CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) estipula valores de pH
entre 6 e 9 para todas as classes de qualidade de 4gua doce e, a Portaria n°® 2914/2011 do
Ministério da Satde (Brasil, 2011) estipulam valores de pH entre 6 ¢ 9,5 para a
potabilidade da 4gua de consumo. Os valores de pH dos pontos de amostragem da baixa
vazdo variaram entre 7,12 e 7,67, estando dentro dos limites preconizados pelas
legislagdes vigentes.

Em relacdo aos valores de oxigénio dissolvido (entre 6,70 e 11,60 mg L) e
condutividade elétrica (entre 0,05 e 0,12 mS cm™!) todas as amostras de 4gua dos rios
apresentavam-se dentro dos valores exigidos pelas resolu¢des do CONAMA (> 5 mg L~
1) (BRASIL, 2005) e do Conselho Estadual de Recursos Hidricos do Parana n°® 122/2023
(<3200 mS cm!) (Paran4, 2023), respectivamente.

Os valores de turbidez e de sodlidos totais dissolvidos foram superiores aos
estipulados pela Resolugdo do CONAMA n° 357/2005 (Brasil, 2005) para a 4gua doce
classe 2 (turbidez: < 100 NTU, sélidos totais dissolvidos: < 0,5 g L'!) apenas para o ponto
de amostragem 7, localizado no ultimo ponto de coleta do Rio Marrecas (a jusante do
municipio), apds o desague da canaliza¢do do Rio Urutago. Zonta et al. (2008) também
constataram que a jusante dos distritos a d4gua do Rio Alegre, Espirito Santo, Brasil
apresentava pior qualidade que a montante, resultantes do despejo no curso d’agua de
esgoto doméstico sem prévio tratamento. Frinhani e Carvalho (2010) também mostraram
que o Indice de Qualidade de Agua (IQA) das dguas do Rio do Tigre, Joagaba, Brasil
foram piores nas areas urbanas, sendo o ponto de coleta mais a jusante o que apresentou
os piores indices.

Com relagdo aos hormonios estrogenos, foi possivel detectar a presenca dos
hormonios E1 e E2 em todos os pontos de amostragem avaliados, com concentragdes
variando de 0,192 0,44 p L' e 0,09 a 5,01 p L', respectivamente (Tabela 4). O horménio
EE2 foi detectado nos pontos de amostragem 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas), 5 (Rio Urutago)
e 8 (4gua residencial de consumo da populacdo), com concentragdes variando de 0,16 a
0,39 p L. Vale destacar que a maior concentra¢do (0,39 u L) do EE2 foi identificada
no Ponto 8, coletada na residéncia abastecida pela 4gua do Rio Marrecas tratada pela ETA
do municipio. Além disso, o hormonio E3 foi detectado apenas nos pontos amostragem 6

(0,25 n L1 e8 (0,19 uL?).
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Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos das amostras de 4gua coletadas em baixa vazao.

Pontos de pH C Turbidez OD STD Hormoénios (u L) Agr((:lqlligr)nco
amostragem (mS cm™) (NTU) (mg L™ (gL Bl - FED B3 54D
1 7,67£0,02 0,05+0,02 48,40+0,00 11,60+1,21 0,03+0,01 0,24 0,16 0,22 < 0,001 < 0,006
2 7,47+0,06 0,06+0,00 1,87+0,74 9,85+1,09  0,04+0,00 0,19 0,09 0,16 < 0,001 < 0,006
3 7,30+0,12 0,06+0,01 847+9.47 9,17+2,21 0,04+0,01 0,30 0,13 0,24 < 0,001 < 0,006
4 7,26£0,05 0,11+0,03 13,20+9,87 8,59+1,61 0,07+0,02 0,30 5,01 <0,003 <0,001 < 0,006
5 7,12+0,17 0,12+0,02 10,10+£15,67 11,01£0,04 0,08+0,02 0,31 2,95 0,28 < 0,001 < 0,006
6 7,15£0,03 0,09+0,00 1,33+6,34  6,70+0,74  0,06+0,00 0,44 1,12 0,39 0,25 < 0,006
7 7,61£0,32 0,09+0,00 216+2,83* 11,35+£0,2 29,33+0,58* 0,31 0,41 0,32 <0,001 < 0,006
8 7,21£0,05 0,09+0,00 0,1+0,1 7,56+0,38 0,06£0,00 0,31 0,73 0,39 0,19 8
I%?SI\;‘E\OAOA; 60a90  NL <100 >5 <05 NL  NL NL NL <30
Res"lilggj’zgfffl " 60290 <3200 NL NL NL NL  NL NL NL NL
Portaria do Ministério
da Saude 6,0a9,5 NL <1 NL <1 NL NL NL NL <30
n°2914/2011

Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagio.
ND: Nao detectado. NL: Nao legislado.
Diferente do valor permitido pela legislagao vigente: *CONAMA n°357/2005; ** Resolucdo CERH n°® 122/2023; *** Portaria do Ministério da
Satde n°2914/2011.
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Na Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saiude (Brasil, 2011), para avaliacao

do padrao de potabilidade da 4gua para consumo humano, os limites da presenga dos
hormonios estrogénios ainda nao estao legislados, ou seja, ndo existe um limite maximo
padronizado. Entretanto, a presenca desses desreguladores enddcrinos no ambiente,
principalmente no sistema aquatico, ¢ considerado um problema significativo, devido ao
fato desses compostos induzirem efeitos adversos nas fun¢des hormonais de humanos e
outros organismos (Franca et al., 2020).

Existem pouco estudos sobre os efeitos ecotoxicologicos dos hormonios (E1, E2,
EE2 e E3), sua dispersdo ambiental e danos em termos quantitativos (Torres ef al., 2021).
De acordo com Franga ef al. (2020), a elevada distribui¢do dos hormonios estrogénios no
meio ambiente podem ser devido a sua remogado incompleta em estacdes de tratamento
de esgoto (ETE). Dessa forma, ¢ essencial avaliar os riscos potenciais dos hormonios para
0s ecossistemas aquaticos (Czarny et al., 2019) e sua toxicidade nos organismos.

O presente trabalho também avaliou a presenga do agroquimico 2,4D nas 4guas
coletadas. Este foi detectado apenas no ponto de amostragem 8 (agua de consumo da
populagio) (8 u L), mas em valor bem inferior ao limite (<30 u L) estabelecido pela
Portaria n® 2914/2011 do Ministério da Satde (Brasil, 2011), para avaliagdo do padrao de
potabilidade da 4gua. Além disso, na baixa vazao, todas as amostras de 4gua apresentaram
valores inferiores ao Limite de Quantificacdo do Método (LQM) ou Limite de Deteccao
do Meétodo (LDM) para os demais agroquimicos avaliados (Alaclor,
Aldicarbe+Aldsulfona+Aldsulféxido, Ametrina, Atrazina+S-Clorotriazinas,
Carbendazim, Carbofuano, Ciproconazol, Clorpirifos+clorpirifés-oxon, Difenoconazol,
Dimetoato+ometoato, Diuron, Epoxiconazol, Fipronil, Flutriafol, Hidroxi-Atrazina,
Melationa, Metamidofos+Acefato, Metolacloro, Metribuzim, Molinato, Pentaclorofenol,
Profenof6s, Propargito, Protioconazol+ProtioconazolDestio, Simazina, Tebuconazol,
Terbufos, Tiametoxam e Tiocarbe) em todos os pontos de amostragem.

Segundo Brovini et al. (2021) 65% dos estados brasileiros apresentam risco
ambiental associado ao agroquimico 2,4D, sendo que os maiores riscos foram na regiao
Sul, principalmente no Parana, devido apresentar as maiores vendas do principio ativo.
Assim, possivelmente, a baixa detec¢@o dos agroquimicos nas amostras de dgua avaliadas
deve-se a época de coleta das amostras, pois a auséncia de chuvas evitou a lixiviacao

destes compostos para os rios em estudo. De acordo com Masis et al. (2008), a
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precipitacdo ¢ um fator influente na remoc¢ao de residuos agroquimicos e sua deposi¢cdo

nos corpos hidricos.

Com relagdo a presenca de metais nas amostras de 4gua da baixa vazao, dos metais
avaliados (aluminio dissolvido, aluminio total, antimonio total, arsénio dissolvido,
arsénio total, bario dissolvido, bario total, cadmio total, chumbo dissolvido, chumbo total,
cobre total, cromo dissolvido, cromo total, ferro dissolvido, ferro total, fosforo total,
manganés dissolvido, manganés total, mercurio total, niquel total, selénio dissolvido,
selénio total, sodio total, uranio total e zinco dissolvido) foi detectada a presenca de
apenas seis deles (Tabela 5), sendo que as concentracdes estavam acima do limite
permitido pela legislagio do CONAMA n°357/2005 (Brasil, 2005) e pela Portaria do
Ministério da Saude n°2914/2011 (Brasil, 2011) somente para o aluminio dissolvido (P7),
aluminio total (P8), ferro dissolvido (P7), fosforo total (P4, P6 e P7) e manganés total
(P4, PS5 e P7).

Merece destaque o Ponto 7, que apresentou concentragdes de quatro metais acima
do limite da legislagcdo (aluminio dissolvido, ferro dissolvido, fosforo total e manganés
total). Ainda, foi o inico ponto que apresentou valores acima dos permitidos para metais
dissolvidos, que possuem maior possibilidade de efeitos toxicos (Ribeiro et al., 2012).
Novamente, pode-se observar que o Ponto 7 é o ponto localizado mais a jusante do
municipio de Francisco Beltrdo, apds uma extensa area urbana, motivo pelo qual pode ter
apresentado pior qualidade que a montante.

Lima et al. (2005), analisando as 4aguas do Rio Formoso, Pernambuco, Brasil,
detectaram a presenca dos metais aluminio, cromo e ferro acima dos valores maximos
permitidos em 28%, 18% e 15% das amostras, respectivamente. Menezes et al. (2009)
também identificaram inconformidades nos teores de aluminio dissolvido, boro total,
ferro dissolvido e manganés total nas aguas do aguas do Rio Sdo Domingos, Rio de
Janeiro, Brasil.

A elevada presenca de fosforo nos Pontos 6 e 7 evidenciam uma contaminagdo de
cardter antropogénico e rural, pois tratam-se de locais com dareas de contribuigdo
hidrologica residencial humana, circunvizinhado por unidades habitacionais (Ponto 7) e
localizado apo6s o desague do efluente da ETE do municipio e proximo a uma area rural
(Ponto 6). Guedes et al. (2005) também observaram a presenca de fosforo, nitrogénio,

cadmio, chumbo, cromo, vanadio no trecho urbano do Rio Jundiai, Rio Grande do Norte,



59
Brasil. E, de acordo com Berbardino et al. (2013), a presenga de fosforo esta relacionada

ao uso de fertilizantes nas atividades agricolas.

Tabela 5 — Metais das amostras de agua coletadas em baixa vazao.

(continua)
Pontos de . Concentracao Legislacao

amostragem Metais (mg L'I; (Ilglg L?l) LQM  LDM

Aluminio dissolvido <0,10 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total <0,10 NL 0,10 0,03

1 Ferro dissolvido 0,10 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,45 NL 0,10 0,03

Fosforo total <0,020 <0,10 0,020 0,01

Manganés total < 0,050 <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,10 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total <0,10 NL 0,10 0,03

) Ferro dissolvido 0,15 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,43 NL 0,10 0,03

Fosforo total <0,020 <0,10 0,020 0,01

Manganés total < 0,050 <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,10 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total 0,21 NL 0,10 0,03

3 Ferro dissolvido <0,10 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,62 NL 0,10 0,03

Fosforo total 0,039 <0,10 0,020 0,01

Manganés total 0,063 <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,03 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total <0,10 NL 0,10 0,03

4 Ferro dissolvido <0,03 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,61 NL 0,10 0,03

Fosforo total 0,056 <0,10 0,020 0,01

Mangangs total 0,15* <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,03 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total <0,10 NL 0,10 0,03

5 Ferro dissolvido <0,10 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,41 NL 0,10 0,03

Fosforo total 0,027 <0,10 0,020 0,01

Manganés total 0,19* <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,03 <0,10 0,10 0,03

Aluminio total <0,10 NL 0,10 0,03

6 Ferro dissolvido <0,10 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,41 NL 0,10 0,03

Fosforo total 0,128%* <0,10 0,020 0,01

Manganés total < 0,050 <0,10 0,050 0,02
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Tabela 5 — Metais das amostras de agua coletadas em baixa vazao.

(conclusao)
Pontos de . Concentracio Legislacao

amostragem Metais (mg L'l)c (nglg Lﬁ) LQM  LDM

Aluminio dissolvido 0,39* <0,10 0,10 0,03

Aluminio total 1,86 NL 0,10 0,03

7 Ferro dissolvido 0,33%* <0,30 0,10 0,03

Ferro total 4,21 NL 0,10 0,03

Fosforo total 0,265%* <0,10 0,020 0,01

Manganés total 0,408%* <0,10 0,050 0,02

Aluminio dissolvido <0,10 <0,20 0,10 0,03

Aluminio total 0,3%* <0,20 0,10 0,03

3 Ferro dissolvido <0,03 <0,30 0,10 0,03

Ferro total 0,13 <0,30 0,020 0,01

Foésforo total < 0,006 NL 0,020 0,01

Manganés total < 0,050 <0,10 0,050 0,02

Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz
Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagdo. NL: Nao legislado. LQM: Limite
de Quantificagdo do Método. LDM: Limite de Deteccao do Método.
Diferente do valor permitido pela legislagao vigente: *CONAMA n°357/2005;
**Portaria do Ministério da Satide n°2914/2011.

Fonte: Autoria Propria (2024).

Outro metal com teores acima do limite permitido pela legislagdo em trés pontos
de coleta (Pontos 4, 5 ¢ 7) foi o0 manganés total. De acordo com o observado por outros
autores, a elevada concentragdo do manganés estd associada a auséncia de cobertura
vegetal, o uso e o manejo inadequado do solo e ao revolvimento do sedimento dos corpos
de 4gua (Igam, 2010). Assim, € possivel que a propria obra de constru¢do da canalizagao
do Rio Urutago esteja influenciando nos resultados do Ponto 7. Inclusive, de acordo com
Hellmann et al. (2022), que avaliaram as dguas do Rio Marrecas mensalmente por um
ano, existe forte evidéncia de contamina¢do da dgua deste Rio pelos elementos titanio,
vanadio, manganés e ferro naturalmente, pela propria composi¢ao do solo da bacia.

Com relagdo a dgua de consumo da populagdo (Ponto 8), a elevada presenca do
aluminio total pode representar riscos a sailde humana. Os metais, quando ingeridos em
quantidades acima dos valores maximos permitidos podem causar varias doengas como:
cancer, doencas cardiovasculares, problemas renais e neurotoxicos, doencas
neurodegenerativas, entre outras (Maleki et al., 2014; Nascimento et al., 2018; Buha
Djordjevic et al., 2021; Erkekoglu et al. al., 2021; Sevim; Kara, 2021; Emmanuel et al.,

2022). Campos et al. (2017), analisando a qualidade da 4gua de uma instituicao de ensino
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na cidade de Maringd, Parand, Brasil, identificaram concentragdes de ferro, cadmio,

chumbo e o aluminio superiores aos valores maximos permitidos recomendados. Lima et
al. (2001) também detectaram concentragdes de aluminio, chumbo, cobre, manganés e
prata acima dos valores méaximos permitidos pela legislacdo na dgua de abastecimento

para consumo no municipio de Rio Formoso, Pernambuco, Brasil.

5.2.3 Ensaios Ecotoxicoldgicos
5.2.3.1 A. salina

A Figura 12 apresenta os resultados do teste de imobilidade/mortalidade
utilizando o microcrustaceo 4. salina com as amostras coletadas na baixa vazao. O Ponto
4 (Foz do Rio Loqueador) apresentou taxa de mortalidade de 23,23%, apresentando efeito
toxico ao organismo teste, com numero médio de organismos mortos/imdveis
estatisticamente diferente do controle negativo. Os demais pontos de amostragem nao

apresentaram efeito toxico para este organismo teste.

Figura 12 — Nuimero médio de organismos mortos/imoveis pelo ensaio de toxicidade

com A. salina das amostras de 4gua coletadas na baixa vazao.
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Grupos: CO-S: Controle salino; CO-D: Controle doce; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6
e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para
consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
Teste de Dunn (p<0,05).
Fonte: Autoria Propria (2024).
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Este ponto de amostragem (P4) apresentou elevada concentracdo dos hormdnios
El e E2 (Tabela 4) e valores de fosforo total e manganés total (Tabela 5) acima dos

valores méaximos exigidos pela Resolucio do CONAMA n°357/2005. Inclusive, a anélise
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de componentes principais (PCA) indicou correlagdo positiva da taxa de mortalidade do

bioindicador A. salina com os hormonios E1 e E2 e a condutividade (Figura 13A).

A presenca desses hormoOnios no sistema aquatico € preocupante pois outros
estudos ja mostraram que estes podem causar toxicidade aquatica, desenvolvimento de
resisténcia em bactérias patogénicas, desregulagdo enddcrina, genotoxicidade, entre
outros efeitos (Tambosi et al., 2010; Wee; Aris, 2019; Zhou et al., 2019). Viega et al.
(2020), por exemplo, avaliando cosméticos com composicdo hormonal, também
confirmaram a toxicidade de elevadas concentragdes do 17B-estradiol (E2) para o
bioindicador 4. salina.

Vale destacar que o Ponto 4 trata-se da foz do Rio Lonqueador, uma bacia
extensamente ocupada por area residencial. A presenca do hormonio E2 em corpos d'agua
¢ um indicio de contaminag@o do corpo hidrico por esgoto doméstico, pois ¢ um dos

principais hormonios produzidos pelo corpo humano (Torres et al., 2015).

5.2.3.2 E. fetida

Nas Figuras 14 e 15 estdo plotados os resultados obtidos para o ensaio de
toxicidade com o bioindicador E. fetida com as amostras de agua obtidas em baixa vazao.
O experimento pode ser validado, porque houve distribuicdo homogénea das minhocas
no solo controle negativo (Figura 14). Além disso, verificou-se que apenas o Ponto 4 (foz
do Rio Lonqueador) foi toxico ao bioindicador E. fetida, apresentado taxa de fuga de 60%
(Figura 15). De acordo com a norma NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011) o solo ¢
considerado téxico quando a taxa de fuga for maior que 60%.

Como destacado anteriormente, o Ponto 4 também resultou em mortalidade da 4.
salina (Figura 12) e apresentou elevada concentracdo dos hormoénios E1 e E2 (Tabela 4)
e valores de fosforo total e manganés total acima do valor maximo exigido pela legislagdao
(Tabela 5). Assim, a PCA indicou correlagdo positiva da taxa de fuga com os hormonios
El, E2 e condutividade (Figura 13B). De acordo com Markman et al. (2007) os
hormdnios estrogénios, em especial o E2, podem alterar a fun¢do enddcrina dos animais
expostos e as minhocas podem ser usadas como bioindicadores destes compostos. Kwak
e An (2021) comprovaram que o 17B-estradiol inibiu a oogénese normal e a maturagdo
de odcitos no ovario das minhocas, indicando que este tem um efeito adverso sobre os

sistemas reprodutivos femininos de invertebrados do solo.



63

Figura 13 — Analise de componentes principais das amostras de 4gua coletadas na baixa vazao.

3.754 3.754
®p4
®*pg
3.00 3.004
°p7
2.25+ 2.254

xa de Fuga

ERRS tatidade 1.9 fiCond

Manganés Total 07

psoyanes X Manganés Total
-Gsforo Total

Fésforo Total

Eerro Total Ferro Total *p7
Turb rb

minio-Totat

R0 4 3 o B

r T T T T
Ferro Qissolvidey 4 5 6

%8

*rg

p7®

" 259 34

Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populacio. A:
Artemia salina; B: Eisenia fetida; C: Lithobates catesbeianus; D: Cultura celular; E: Allium cepa; pH: Potencial Hidrogenionico; Turb: Turbidez;
OD: Oxigénio Dissolvido; STD: Solidos Totais Dissolvidos. Cond: Condutividade Elétrica; E1: Hormonio Estrona; E2: Hormoénio 17f-estradiol;
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Fonte: Autoria Propria (2024)
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Figura 14 — Numeros médios dos organismos E. fetida distribuidos nos solos controle e

teste das amostras de 4gua coletadas na baixa vazao.
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Figura 15 — Taxa de fuga dos organismos E. fetida das amostras de agua coletadas na
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(Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagdo.
Fonte: Autoria Propria (2024).

Embora os demais pontos de amostragem ndo terem sido toxicos ao bioindicador
E. fedida, apresentando uma taxa de fuga de 0% (Figura 15), segundo Van Gestel et al.
(2011) e Rich et al. (2015) efeitos significativos podem nao ser vistos em minhocas a
curto prazo, mas estas podem absorver ou ingerir agroquimicos ao longo do tempo

causando a biocumulagdo (Dang et al., 2015) e, assim, podendo ser seriamente afetadas.
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5.2.3.3 L. catesbeianus

A analise das laminas dos eritrocitos de L. catesbeianus revelou microntcleos em
todos os pontos de amostragem avaliados na baixa vazao (Figura 16). Entretanto,
estatisticamente, apenas o P5 (foz do Rio Urutago) e P7 (Rio Marrecas apds o desague da
canalizagdo do Rio Urutago) apresentaram percentuais médios de micronucleos
superiores aos do controle negativo (4gua mineral), indicando efeito mutagé€nico destas
amostras. Santos et al. (2021), também avaliando a mutagenicidade das aguas do Rio
Marrecas para girinos de L. catesbeianus, igualmente identificaram este efeito para a
amostra de dgua coletada no Rio Marrecas logo apds o desague do Rio Urutago no
mesmo. Neste sentido, pode-se observar que, possivelmente, a mutagenicidade do Ponto
7 do presente estudo decorra de poluentes que estejam presentes na bacia do Rio Urutago

(P5), que também apresentou mutagenicidade no presente estudo.

Figura 16 — Porcentagem média de micronucleos em L. catesbeianus expostos as

amostras de dgua coletadas na baixa vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4
(Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populagio.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Dunn (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).

Estes pontos de amostragem (P5 e P7) apresentaram valores elevados para os
horménios estrogénios E1, E2 e EE2 (P5 e P7) (Tabela 4), elevada turbidez e sélidos
totais dissolvidos (acima do limite permitido pela legislacdo) (P7) (Tabela 4), teores
acima do limite da legislacdo dos metais aluminio dissolvido, ferro dissolvido, fosforo
total (P7) e manganés total (P5) (Tabela 5). Inclusive, a PCA apresentou correlacao
positiva entre a formacdo dos micronticleos em L. catesbeianus com os hormonios El,

EE2 e E3, o agroquimico 2,4D, a condutividade e o fosforo total.
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Segundo Veronez et al. (2016) os girinos podem acumular metais em todo o corpo

apds exposicdo aos mesmos. O acumulo desses pode induzir estresse oxidativo e
consequentemente ocasionar efeitos morfologicos no desenvolvimento, genotoxicos e
bioquimicos em girinos de L. catesbeianus. Ainda segundo os autores, 0s girinos expostos
aos metais (ferro e manganés) apresentaram um aumento significativo nos danos ao DNA
dos eritrocitos € na frequéncia de micronucleos. Portanto, esses metais, presentes nas
amostras testadas, podem ter contribuido para a formagao de microntcleos e alteragdes
celulares. Além disso, a presenga de outros poluentes pode ter influenciado na
mutagenicidade destas amostras para os anfibios, outros estudos comprovaram, por
exemplo, que o hormoénio E2 ¢ capaz induzir estresse oxidativo, danos ao DNA e
alteragdes no desenvolvimento de Cyprinus carpio (Orozco-Hernandez et al., 2018;
Gutiérrez-Gomez et al., 2016).

Além dos micronucleos, outras alteragdes nucleares também foram encontradas
nos eritrécitos de girinos de L. catesbeianus (Figura 17), sendo que todos os pontos
analisados revelaram uma ou mais alteracdes nucleares nos eritrocitos (Tabela 6).
Entretanto, nenhum ponto foi estatisticamente diferente do controle negativo, indicando

auséncia de efeito citotdxico para L. catesbeianus das amostras coletadas em baixa vazao.

Figura 17 — Porcentagem média de alteragcdes nucleares de L. catesbeianus expostos as

amostras de dgua coletadas na baixa vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4
(Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo da populago.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Dunn (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).
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Tabela 6 — Numero médios das alteracdes nucleares observadas nos eritrocitos dos L. catesbeianus expostos as amostras de agua coletadas na

baixa vazao.

alll)l(:)lsl:::gdein Binucleada Trinucleada Segmentada Broto degcr(:)::iig:;da Reniforme
CO- 0,40+0,89 0,00+0,00 0,20+0,45 0,00+0,00 0,20+0,45 0,00+0,00
P1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00-+0,00 0,00+0,00 0,20+0,45
P2 2,0042,45 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,00+1,41 0,00+0,00
P3 0,20+0,45 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00-0,00 0,20+0,45 0,00+0,00
P4 0,00-+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,80+1,30 1,00+1,41 2,60+2,19
PS5 0,80+1,79 0,00+0,00 0,40 £0,55 0,40+0,89 3,20£1,79 3,00+2,34
P6 0,60+0,89 0,00+0,00 0,60+0,55 0,20+0,45 0,40+0,89 3,20+3,03
P7 0,80£1,10 0,00+0,00 0,60+1,34 3,20£2,39 1,20£1,79 1,80+2,05
P8 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,20£1,30 1,80+2,68 1,80+2,05

para consumo da populacao.
Fonte: Autoria Propria (2024).

Grupos: CO-: Controle negativo; Pontos de amostragem: 1, 2, 3, 6 e 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua
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5.2.3.4 Células Huh7.5

Os resultados das absorbancias médias dos tratamentos das células de figado
humano (Huh7.5) com as amostras de dgua coletadas na baixa vazao, estao apresentadas

na Tabela 7.

Tabela 7 — Percentual de viabilidade celular (VC) de células Huh7.5 tratadas com as

concentracoes (1:10, 1:100) das amostras de agua coletadas na baixa vazao, por 24,48 ¢

72 horas.
Célula Huh7.5
Grupos VC [%]
24h | 48h | 72h

CO- 100,00 100,00 100,00

CO+ 39,03* 27,52* 15,40%*
P1[1:10] 94,06 160,12* 119,75
P1[1:100] 103,88 136,76* 114,30
P2 [1:10] 90,26 148,34* 142,68*
P2 [1:100] 127,63 153,42* 148,16*
P3 [1:10] 104,83 157,77* 129,10
P3 [1:100] 98,50 175,93* 122,69
P4 [1:10] 97,00 139,84* 146,05%*
P4 [1:100] 111,56 155,50* 148,81*
P5[1:10] 109,50 159,66* 116,68
P5[1:100] 115,44 179,22* 130,34*
P6 [1:10] 126,29 150,29* 135,45%*
P6 [1:100] 162,87* 183,39* 124,67
P7 [1:10] 138,24* 197,28* 120,24
P7[1:100] 136,18* 192,97* 128,04
P8 [1:10] 125,02 180,42* 123,20
P8 [1:100] 131,83 158,75* 128,64

CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1,2,3,6¢e7
(Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para consumo
da populagdo. * Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de
Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024).

A andlise estatistica mostra que a concentracao [1:10] do P1 (antes do ponto de
captacio da Estagdo de Tratamento de Agua do municipio) e as concentragdes [1:10;
1:100] do P7 (localizado apds o desague da canalizacdo do Rio Urutago), no tempo de 24

horas, apresentaram absorbancias médias estatisticamente maiores que a do controle
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negativo, com viabilidades celulares de 162,87%, 138,24% e 136,18%, respectivamente

(Tabela 7). As concentracdes de [1:10] e [1:100] de todos os pontos de amostragem, no
tempo de 48 horas, também apresentaram atividade proliferativa, com absorbancias
médias estatisticamente maiores que a do controle negativo, e com viabilidades celulares
variando de 136,76% a 197,28% (Tabela 7).

No tempo de 72 horas, a concentracao de [1:10] do P2 (Rio Marrecas), P4 (Foz
Rio Lonqueador) e P6 (Rio Marrecas) também apresentaram atividade proliferativa, com
viabilidades celulares de 142,68%, 146,05% e 135,45%, respectivamente (Tabela 7). E a
concentragdo de [1:100] do P2, P4 e P5 (Foz Rio Urutago) também apresentaram efeito
proliferativo, com viabilidades celulares de 148,16%, 148,81% e 130,34%,
respectivamente (Tabela 7). Estes resultados indicam que todas as amostras coletadas em
baixa vazdo causaram um evidente estresse nas células HuH7.5, resultando em aumento
da atividade mitocondrial ou no estimulo da proliferagao celular.

Todos os pontos de coleta apresentaram elevada concentragdo dos hormdnios
estrogénios E1 e E2 e do metal ferro total. Além disso, apresentaram elevados teores de
EE2 (P1, P2, P3, P5, P6, P7 e P8) e E3 (P6 e P8), e valores acima do limite da legislagdo
dos metais aluminio dissolvido, ferro dissolvido (P7), aluminio total (P8), fosforo total
(P4, P6 e P7) e manganés total (P4, P5 e P7) (Tabelas 4 ¢ 5). Para o teste de citotoxicidade
com cultura celular, a PCA apresentou correlacdo positiva das absorbancias médias da
maior concentragao [1:10] com os hormonios E1, EE2, E3 e condutividade (24 h), com o
hormoénio EE2, aluminio total, aluminio dissolvido, fosforo total, ferro total, ferro
dissolvido, manganés total e sélidos totais dissolvido (48 h) e com o hormdnio E2 (72 h)
(Figura 13D).

A toxicidade das amostras de agua coletadas no Rio Ilha, localizado na cidade de
Taquara-Rio Grande do Sul-Brasil também foram avaliadas por meio no ensaio do MTT,
com ce¢lulas de fibroblastos de hamster chinés (V79) (Moreira et al., 2022). Segundo os
autores, foi possivel observar um aumento na divisao celular em todos os pontos e tempos

avaliados (24 e 96 horas), assim como no presente estudo.

5.2.3.5 A. cepa
Os resultados com o bioindicador vegetal 4. cepa exposto as amostras coletadas
em baixa vazao mostram auséncia de efeito citotdoxico de todos os pontos de coleta, pois

os indices mitoticos foram estatisticamente semelhantes aos do controle negativo (Figura

18).
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Figura 18 — Percentuais médios dos indices mitoticos (IM%) da A. cepa exposta as

amostras de agua coletadas na baixa vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para
consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).

Entretanto, ¢ possivel observar que o P4 (Foz do Rio Lonqueador) apresentou
indice de mutagenicidade (Figura 19) estatisticamente maior e diferente do controle
negativo, indicando efeito mutagénico da agua deste ponto. Este ponto (P4) também
apresentou toxicidade para os bioindicadores A. salina, E. fetida e as células humanas
HuH?7.5. Além disso, o ponto apresentava elevada concentragdo dos hormodnios E1 e E2
(Tabela 4), presenca de ferro total e valores de fosforo total e manganés total acima dos
valores maximos permitidos pela legislagao (Tabela 5). A PCA (Figura 13E) apresentou
correlagdo positiva entre o indice de mutagenicidade e o hormdnio E2 e a condutividade.

O efeito genotoxico das dguas do Rio Nilo Azul para as células meristeméticas
das raizes da A.cepa foi associado as propriedades fisico-quimicas das amostras (Kassa
et al., 2021). De acordo com os autores, as dguas de rios sdo misturas complexas com
diversos compostos que afetam os parametros fisico-quimicos dos corpos d'dgua e levam
a contaminacdo ambiental, resultando em efeitos negativos nos sistemas vivos, incluindo
os seres humanos. Portanto, novamente, observa-se que a presenca de poluentes, mesmo
em concentragdes muito baixas, caso dos hormonios, pode apresentar risco aos
organismos que dela dependem (Galindo-Miranda et al., 2019; Franca et al., 2019; Santos
et al., 2020).
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Figura 19 — Percentuais médios dos indices mutagénicos (IMG%) da 4. cepa exposta as

amostras de agua coletadas na baixa vazao.
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Grupos: CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; Pontos de amostragem: 1, 2,
3, 6 ¢ 7 (Rio Marrecas); 4 (Foz Rio Lonqueador); 5 (Foz Rio Urutago) e 8: Agua para
consumo da populagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Fonte: Autoria Propria (2024).
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6 CONCLUSAO

A analise do presente estudo permite observar que todas as amostras coletadas
(Rio Marrecas, foz dos Rios Lonqueador e Urutago e agua residencial) apresentaram
algum parametro fisico-quimico ou ecotoxicoldgico alterado. Assim, o uso € ocupagao
destas bacias hidrograficas esta interferindo na qualidade destas aguas.

Além disso, os eventos extremos (enchentes e estiagem) podem comprometer
ainda mais o meio ambiente e afetar a qualidade de vida dos animais e a saide humana.
Os dados do presente estudo identificaram que os valores de condutividade elétrica,
solidos totais dissolvidos, turbidez, agroquimico 2,4D e hormoénios EE2 e E3 de
praticamente todos os pontos de coleta foram mais elevados na alta vazdo quando
comparados com a baixa vazao. Somente os hormoénios estrogénios E1 ¢ E2 apresentaram
valores mais elevados (para quase todos os pontos de coleta) na baixa vazao.

Com relacdo a ecotoxicidade, a baixa vazao afetou todos os bioindicadores do
presente estudo (4. salina, E. fetida, L. catesbeianus, células Huh7.5 e A. cepa) para pelo
menos um ponto de coleta. Na alta vazao, nenhum efeito ecotoxicologico foi observado
para 4. salina e A. cepa.

Entretanto, pode-se observar respostas diferentes para cada bioindicador utilizado.
O P4 na baixa vazdo apresentou taxa de mortalidade para A. salina. Para a E. fetida
também apenas o P4 apresentou toxicidade, com taxas de fuga de 70% (alta vazao) e 60%
(baixa vazdo). Os pontos 5 (alta e baixa vazdo), 7 (baixa vazdo) e 6 e 8 (alta vazdo)
elevaram a formacgao de micronucleos dos girinos de L. catesbeianus e, o P1 (alta vazao)
também afetou a formagdo de alteragdes nucleares, sendo citotoxico para este
bioindicador. Para a cultura de célula humana (Huh7.5) os pontos 3, 5 e 8 (alta vazao) e
todos os pontos (baixa vazdo) alteraram a proliferacao celular. Para 4. cepa nenhuma
amostra apresentou efeito citotoxico e somente o P4 (baixa vazao) foi mutagénico.

Na baixa vazdo destaca-se a ecotoxicidade do P4 (foz do Rio Lonqueador) para
quatro dos bioindicadores avaliados (4. salina, E. fetida, células Huh7.5 e 4. cepa). E na
alta vazao a ecotoxicidade do P5 (foz do Rio Urutago) e P8 (4gua residencial) para dois
bioindicadores (L. catesbeianus e células Huh7.5). Assim, as bacias dos Rios Lonqueador
e Urutago, afluentes do Rio Marrecas, podem estar afetando a qualidade das dguas do Rio
Marrecas.

Desta forma, observa-se a necessidade de monitoramento e acompanhamento
fisico-quimico e ecotoxicologico das dguas dos Rios e alertam para a execucdo de

medidas de prote¢do destas aguas.
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APENDICE A

Tabela 1 — Dados da linearidade, limite de quantificacdo método (LQM) e limite de

deteccao do método (LDM) do método cromatografico de determinagao dos hormdnios

estrogénios.
A - . ~ 2 LQM LDM
Hormonio  Equacio linear da curva de c?lllbrag:ao R (g L) (ug LY
El Concentragao = 6,2226xArea 0,9991 0,018 0,005
E2 Concentracdo = 6,7593xArea 0,9862 0,004 0,001
EE2 Concentragdo = 6,2780xArea 0,9933 0,010 0,003
E3 Concentragao = 7,6208xArea 0,9989 0,003 0,001

Fonte: Autoria Propria (2024).
Tabela 2 — Valores do coeficiente de variacao e exatiddo do método cromatografico de

determinagdo dos hormonios estrogénios.

Concentracao Coeficiente de variacio (%) Exatidao (%)
(mg L) El E2 EE2 E3 E1l E2 EE2 E3
1 1,38 2,01 0,45 045 110,50 95,51 97,29 98,56
2 1,06 0,48 1,07 0,64 109,23 95,53 102,75 91,32
3 0,24 024 084 0,15 119,31 97,44 104,91 96,36
4 0,80 047 0,79 0,22 11831 102,6 105,36 98,75
5 0,45 0,56 1,22 0,18 87,77 99,35 119,49 95,97
8 3,9 0,29 1,21 0,70 104,32 99,39 101,88 102,75

Fonte: Autoria Propria (2024).
Tabela 3 — Dados da linearidade, LQM e LDM do método cromatografico para

determinagdo do agroquimico 2,4D.

Equacio linear da curva de R? LOM(ng LDM

Agroquimico calibraciio L") (ng LY

2,4D Concentragdo = 1,8089xArea 0,9992 0,020 0,006

Fonte: Autoria Propria (2024).
Tabela 4 — Valores do coeficiente de variagdo e exatiddo do método cromatografico

para determinagdo do agroquimico 2,4D.

Concentragiio (mg L)  Coeficiente de varia¢io (%) Exatidao (%)
0,04 3,85 117,58
0,08 3,40 115,31
0,1 3,27 115,16
0,15 3,57 116,97
0,2 0,53 99,18
0,3 1,82 99,49
0,5 2,06 98,73
1 2,58 99,37

Fonte: Autoria Propria (2024).



Figura 1 — Dados da alta vazdo coletados do site da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico de janeiro a agosto de 2022.
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Figura 2 — Dados da alta vazdo coletados do site da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico de agosto de 2022.
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Figura 3 — Dados da baixa vazdo coletados do site da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico de janeiro a agosto de 2023.
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Figura 4 — Dados da alta vazao coletados do site da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico de julho a agosto de 2023.
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