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RESUMO

O Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas (RVS-CP) é uma Unidade de
Conservagdo (UC) de Protecao Integral, formada por propriedades privadas, onde
atividades como agricultura e silvicultura sdo desenvolvidas. Essa UC abriga
nascentes da bacia hidrografica do Rio Chopim, importante fonte de abastecimento
de agua da regidao. Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar os parametros
fisico-quimicos e os teores de hormdnios estrogenos, agroquimicos e metais nas
amostras de aguas e sedimentos do Rio Chopim, na regidao do RVS-CP. Além disso,
utilizar diferentes bioindicadores, como Artemia salina L., pelo teste de
imobilidade/mortalidade; Eisenia fetida, pelo teste de fuga, Allium cepa L., pelo teste
de citotoxicidade e mutagenicidade; e células de figado humano in vitro, pelo teste
de citotoxicidade do MTT; para avaliar a qualidade das aguas e dos sedimentos
deste Rio. As amostras foram coletadas em sete pontos: N1, N2 e N3 (trés
nascentes dentro do RVS-CP), P1, P2 e P3 (pontos do Rio Chopim dentro do RVS-
CP) e P4 (ponto fora do RVS-CP). Com relagdo aos resultados das amostras, os
pontos N1 e N2 do Rio Chopim foram os pontos que mais apresentaram alteragcbes
em relagdo aos padrdes legais. No ponto N1, as amostras de agua apresentaram
irregularidades nos parametros de oxigénio dissolvido e DBOs, além da presencga
dos horménios estrona e etinilestradiol. Os sedimentos continham niveis elevados
de zinco e estavam contaminados por Tebuconazol, Tiametoxam, Trifloxistrobina e
Carbendazim. Em termos de bioindicadores, A. salina indicou toxicidade no
sedimento, e as células Huh7.5 mostraram citotoxicidade na agua e nos sedimentos.
No ponto N2, as amostras de agua apresentaram valores fora dos padrées legais
para cor € manganés, e a presenca de estrona. Os sedimentos também mostraram
niveis elevados de zinco e contaminagdo por Tebuconazol, Tiametoxam,
Trifloxistrobina e Carbendazim, e E. fetida demonstrou comportamento de fuga tanto
na agua quanto nos sedimentos. Esses resultados sugerem que os pontos N1 e N2
sdo areas com maiores anomalias em parametros fisico-quimicos, metais,
agroquimicos, horménios, e respostas adversas dos bioindicadores. Dessa forma, as
conclusbes dessa pesquisa ressaltam a relevancia de empregar variados
organismos na observacao da qualidade do meio ambiente. Elas também sugerem a
adocdo de acgdes educacionais e preventivas no RVS-CP, visando mitigar os
impactos toxicos identificados e assegurar a preservacao dessa UC e os recursos
hidricos oriundos dela.

PALAVRAS-CHAVE: Agroquimicos; Allium cepa L.; Artemia salina L., células
HuH7.5; Eisenia fetida L.; Estrogenos; Metais.



ABSTRACT

The Campos de Palmas Wildlife Refuge (RVS-CP) is an Integral Protection
Conservation Unit (UC), formed by private properties, where activities such as
agriculture and forestry are developed. This UC is home to springs in the Chopim
River basin, an important source of water supply in the region. Thus, the objective of
the present work was to analyze the physicochemical parameters and the levels of
estrogen hormones, agrochemicals and metals in water and sediment samples from
the Chopim River, in the RVS-CP region. Furthermore, use different bioindicators,
such as Artemia salina L., for the immobility/mortality test; Eisenia fetida, by the
escape test, Allium cepa L., by the cytotoxicity and mutagenicity test; and human
liver cells in vitro, using the MTT cytotoxicity test; to evaluate the quality of the waters
and sediments of this River. The samples were collected at seven points: N1, N2 and
N3 (three springs within the RVS-CP), P1, P2 and P3 (points of the Chopim River
within the RVS-CP) and P4 (point outside the RVS-CP). Regarding the sample
results, points N1 and N2 of the Chopim River were the points that showed the most
abnormalities. At point N1, the water samples showed irregularities in the parameters
of dissolved oxygen and BODs, in addition to the presence of the hormones estrone
and ethinyl estradiol. The sediments contained high levels of zinc and were
contaminated with Tebuconazole, Thiamethoxam, Trifloxystrobin and Carbendazim.
In terms of bioindicators, A. salina indicated toxicity in sediment, and Huh7.5 cells
showed cytotoxicity in both water and sediment. At point N2, the water samples
showed non-standard values for color and manganese, and the presence of estrone.
Sediments also showed elevated levels of zinc and contamination by Tebuconazole,
Thiamethoxam, Trifloxystrobin and Carbendazim, and E. fetida demonstrated escape
behavior in both water and sediment. These results suggest that points N1 and N2
are critical areas with more anomalies in physicochemical parameters, metals,
agrochemicals, hormones, and adverse responses to bioindicators. Thus, the
conclusions of this research highlight the relevance of employing different organisms
in observing the quality of the environment. They also suggest the adoption of
educational and preventive actions in the RVS-CP, aiming to mitigate the identified
toxic impacts and ensure the preservation of this UC and the water resources arising
from it.

KEYWORDS: Agrochemicals; Allium cepa L; Artemia salina L.; HuH7.5 cells; Eisenia
fetida L.; estrogens; metals.
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1 INTRODUGAO

Seguindo as diretrizes de Dudley, Stolton e Shadie (2013), uma area
protegida ¢é definida como um espago geografico claramente demarcado,
reconhecido, dedicado e administrado legalmente ou por outros meios eficazes, com
0 objetivo de alcangar a conservagao de longo prazo da natureza, juntamente com
0S servigcos ecossistémicos e valores culturais associados a ela. A conceituacao das
areas protegidas foi estabelecida na Convengédo da Diversidade Biologica (CDB)
(Brasil, 1994), que reconhece a importancia dessa estratégia de conservacgao in situ
para alcancar seus objetivos (Decreto Legislativo n° 2, Artigo 8).

Apos quase duas décadas de formulagao e tramites burocraticos, em 2000,
foi promulgada a Lei 9.985, que estabeleceu o Sistema Nacional de Unidades de
Conservagao da Natureza (SNUC) no Brasil. Essa lei propde diretrizes para as
unidades de conservacao (UCs) e as classifica em dois grupos principais: unidades
de conservagéao de protecédo integral e unidades de conservagao de uso sustentavel,
cada uma com suas respectivas categorias. As unidades de conservagdo de
protecdo integral tém como objetivo primordial a preservacdo da natureza,
permitindo apenas o uso indireto dos recursos naturais, como atividades
educacionais ambientais, turismo ecoldgico e pesquisas cientificas. Ja as unidades
de conservacédo de uso sustentavel buscam conciliar a conservagado da natureza
com o uso sustentavel dos recursos naturais (Brasil, 2000).

Contudo, a falta de apoio técnico na selecdo de areas com relevancia
ambiental, juntamente com a auséncia de investimentos, fiscalizacdo adequada e
politicas ambientais eficazes, compromete a efetividade das wunidades de
conservagao, se tornando um desafio significativo na gestdo dessas areas (Assis,
Faria e Bayer, 2021). Dessa forma, Coelho e Rezende (2016) chegaram a conclusao
de que apenas criar as UCs nao é o suficiente para promover uma defesa ambiental
adequada. E fundamental implementar efetivamente as unidades de conservagdo
para garantir a protecao ativa do meio ambiente e da biodiversidade. Nesse sentido,
conforme enfatizado pelos autores, € crucial considerar a desapropriacao de
propriedades privadas em areas designadas como unidades de conservagao.

No caso do Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas (RVS-CP),
trata-se de uma UC de protegcdo integral, porém, composta por propriedades

privadas, onde se é permitido o uso da terra e dos recursos naturais, incluindo
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atividades como agricultura e silvicultura. No entanto, para o desenvolver dessas
mesmas atividades, é dificil evitar o uso de defensivos agricolas e, em caso de uso
inadequado, pode acabar resultando em uma contaminagdo do ambiente e suas
areas circundantes. Ou seja, 0os solos em areas agricolas e proximos a elas sao
expostos a uma carga de agroquimicos, sejam eles nutrientes ou defensivos
agricolas, que podem permanecer no solo, ser absorvido pelas plantas, atingir as
aguas superficiais por arraste ou ser lixiviados, chegando as aguas subterraneas,
podendo resultar em diversas nocividades a fauna e a flora (Filizola, Gomes e
Souza, 2006).

Portanto, torna-se essencial aplicar o conceito de monitoramento ambiental,
que consiste no acompanhamento sistematico das &reas naturais visando a
recuperacao, melhoria ou manutencdo desses espagos usados pelos seres
humanos, que acabam poluindo e degradando por consequéncia. Esse
monitoramento envolve a analise de indicadores das condigdes ambientais, sejam
eles fisicos, quimicos ou bioldgicos, fornecendo diversas informagdes sobre a saude
dessas areas e gerando solugdes adequadas as necessidades identificadas (Franca
e Callisto, 2019). Apesar das analises fisico-quimicas identificarem e quantificarem
as concentracoes de substancias toxicas, elas nao fornecem informagdes suficientes
sobre os efeitos biolégicos que os poluentes e a poluicdo causam nos organismos.

Para avaliar os efeitos prejudiciais decorrentes da agéo de agentes quimicos
contaminantes da agua, solo e ar, recorre-se a toxicologia ambiental, na qual sao
realizados testes de toxicidade em espécies isoladas em laboratério, no ambiente
natural ou em sistemas controlados que simulam as condigdes ambientais (Oga,
Camargo e Batistuzzo, 2008; Silva, Pompéo e Paiva, 2015). Os testes
ecotoxicoldégicos desempenham um papel fundamental no estudo da contaminagao
ambiental (Peduto, Jesus e Kohatsu, 2019) e a utilizagao de diversos bioindicadores
em avaliagdes ecotoxicologicas, englobando diferentes niveis tréficos, proporciona
informagdes sobre a interagdo do poluente com o organismo e sua susceptibilidade
aos efeitos desse poluente (Arias et al., 2007). Neste contexto, € possivel citar o uso
dos bioindicadores animais, como Artemia salina L., Eisenia fetida L. e células de
mamiferos in vitro, e vegetais, como Allium cepa L.

A A. salina, um microcrustaceo marinho conhecido como larva de camarao ou
nauplio, € amplamente utilizada como bioindicadora de toxicidade. Esse organismo

filtrador demonstra alteragdes claras e visiveis em resposta a pequenas variagdes
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ambientais e é considerado uma excelente alternativa devido a sua simplicidade de
manuseio, rapidez dos ensaios, baixo custo e a auséncia da necessidade de
técnicas assépticas e uso de equipamentos especiais (Siqueira e Carneiro, 1998;
Goés et al., 2020). Ja as minhocas (E. fetida) desempenham um papel fundamental
na estruturacao, fertilidade e qualidade do solo, por isso sao 6timos bioindicadores
para testes ecotoxicolégicos terrestres, conforme estabelecido pela norma ABNT
NBR 15.537/2007 (Lionetto, Calisi e Schettino, 2012).

Outro método de alto rendimento e de resultados rapidos é o teste de
citotoxicidade in vitro, que pode ser conduzido utilizando células de mamiferos (He
et al., 2020). Esse teste é capaz de identificar danos precoces causados por
poluentes, mesmo que em baixas concentragdes, resultando em morte celular, ou
até mesmo um resultado contrario, como o efeito proliferativo. Esses resultados
indicam um estresse celular causado pelos contaminantes, sugerindo sequelas
cancerigenas para o ecossistema em que as amostras se encontram (Trintinaglia et
al., 2015). Por fim, o bioensaio com A. cepa é um método que utiliza a detecgéo de
anormalidades cromossOmicas para analisar os efeitos toxicos, -citotdxicos,
genotdéxicos e mutagénicos de compostos quimicos nas raizes de cebolas (Parvan
et al., 2020).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade da agua e dos
sedimentos do Rio Chopim, em pontos iniciais da drenagem superficial, no perimetro
do Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas. Para isso, foram utilizadas
analises fisico-quimicas e testes de ecotoxicidade com os bioindicadores A. salina,
E. fetida, células hepaticas humanas in vitro e A. cepa, com o intuito de obter
informagdes adicionais sobre as fontes e pontos de poluigdo da regido, bem como
seus efeitos bioldgicos. Os dados obtidos sdo fundamentais para identificar medidas
preventivas visando proteger o ecossistema da RVS-CP, além de fornecer uma base

para a criagao e manutencao de Unidades de Conservacgao semelhantes a essa.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a ecotoxicidade das aguas e dos sedimentos do Rio Chopim, em

pontos iniciais da drenagem superficial, no Refugio de Vida Silvestre dos Campos de

Palmas e seu entorno.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os parametros fisico-quimicos, o teor de agroquimicos, metais e
horménios das aguas e dos sedimentos do Rio Chopim, no Refugio de Vida
Silvestre dos Campos de Palmas e logo apds a UC.

Avaliar e comparar os parametros fisico-quimicos, teor de agroquimicos,
metais e hormonios das aguas e dos sedimentos de trés nascentes do Rio
Chopim, localizadas no Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas.
Avaliar a ecotoxicidade das aguas e dos sedimentos do Rio Chopim para os
bioindicadores A. salina (teste de imobilidade/mortalidade), A. cepa (teste de
citotoxicidade e mutagenicidade), E. fetida (teste de fuga) e células Hep-G2 in
vitro (teste de citotoxicidade do MTT).

Avaliar e comparar a ecotoxicidade das aguas e dos sedimentos de trés
nascentes do Rio Chopim, localizadas no Refugio de Vida Silvestre dos
Campos de Palmas, para os bioindicadores A. salina (teste de
imobilidade/mortalidade), A. cepa (teste de citotoxicidade e mutagenicidade),
E. fetida (teste de fuga) e células Hep-G2 in vitro (teste de citotoxicidade do
MTT).

Relacionar os parametros quimicos das aguas e dos sedimentos do Rio
Chopim com os efeitos toxicos, citotoxicos e mutagénicos para os
bioindicadores utilizados;

Relacionar o uso da terra ao longo da Unidade de Conservagdo com o0s
resultados das analises dos parametros fisico-quimicos, teor de
agroquimicos, metais e hormdnios, com uso predominante da terra ao longo

das areas de contribui¢cdo hidroldgica de cada ponto coletado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1UNIDADES DE CONSERVACAO

Uma das principais abordagens para enfrentar a crise ambiental atual e
promover o desenvolvimento sustentavel é a criagcdo de areas protegidas (Gray et
al., 2016). Além de conservar a biodiversidade, essas areas podem proporcionar
uma série de outros beneficios, como servigos ecossistémicos, o uso sustentavel de
recursos naturais pelas comunidades tradicionais e o manejo florestal sustentavel
(Medeiros e Young, 2011).

A criagdo de sistemas nacionais de areas protegidas desempenha um papel
fundamental na reducdo do risco de extingdo das espécies e na preservacgao a longo
prazo da estrutura e funcéo dos ecossistemas (Alvarez-Malvido, 2021). No caso do
Brasil e de outros paises signatarios da Convengao da Diversidade Bioldgica, essa
responsabilidade resultou na promulgacao da Lei 9.985/2000, que estabeleceu o
Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo da Natureza. Essas unidades sao
definidas como espacgos territoriais e seus recursos ambientais, incluindo as aguas
jurisdicionais, que possuem caracteristicas naturais relevantes e que sao legalmente
instituidas pelo Poder Publico. As Unidades de Conservagado tém como objetivos a
conservagao, preservagcdo, manutencao, recuperacao, utilizagdo sustentavel e
restauracédo dos recursos naturais, abrangendo a prote¢cado das paisagens cénicas, a
preservagao de sitios histéricos e/ou culturais, entre outros (Brasil, 2000; Hassler,
2006), as quais visam atender as necessidades e aspiracbes das geragdes
presentes e futuras.

E importante destacar que as Unidades de Conservacdo também sdo
estabelecidas com o objetivo de assegurar a representatividade dos diversos
biomas, ambientes e biodiversidade do pais. Embora as metas de protecao definidas
internacionalmente sejam referéncias importantes, elas nao oferecem diretrizes
especificas para a selecdo e delimitagdo das UCs. As prioridades de conservacao
em cada bioma devem ser orientadas para abranger os diferentes ambientes que o
compdem, concentrando-se em regides com alta riqueza bioldgica, presenca de
especies endémicas, raras ou ameagadas de extincado, areas de grande importancia
como fornecedoras de servigos ambientais, bem como aquelas com alta pressao

humana e elevados niveis de ameaca (Fonseca, Lamas e Kasecker, 2010).
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Nesse sentido, €& preciso considerar que, ao criar uma Unidade de
Conservacgao, é fundamental considerar que ela ndo pode ser concebida de forma
isolada em relacdo a sociedade como um todo (Marinelli et al., 2011). Portanto, é
necessario pensar na efetividade dessas areas em relacdo a melhoria da relacao
entre a sociedade e o meio ambiente, reconhecendo a importancia das areas
protegidas em termos socioambientais e em diferentes escalas (Galvdo e Tedesco,
2022). Por isso, de acordo com a Lei 9.985/2000 (SNUC, 2000), a gestao das areas
protegidas requer a elaboragdo de planos de manejo, que sao instrumentos
orientadores para esse fim, os quais devem ser elaborados no prazo de cinco anos a
partir da criacao das areas (Artigo 27, §30). No entanto, muitas UCs ndo possuem
planos de manejo para orientar as agdes dos gestores e a maioria ainda ndo tem a
totalidade de suas éareas regularizadas, ou seja, grande parte delas ainda né&o
pertence ao poder publico, o que limita a atuagao dos gestores. Como resultado, a
situagao precaria de muitas UCs coloca em risco sua integridade e eficacia de
conservacdo. A falta de pessoal, infraestrutura e recursos compromete suas
atividades de fiscalizagao, gestédo e uso publico (Fonseca, Lamas e Kasecker, 2010).

O SNUC estabelece e regula as categorias de unidades de conservagao nos
ambitos federal, estadual e municipal, dividindo-as em dois grupos distintos:
Unidades de Conservagao de Protecao Integral (UCPI) e Unidades de Conservacao
de Uso Sustentavel (UCUS). As UCPI tém como principal objetivo a conservagao da
biodiversidade, enquanto as UCUS permitem diferentes formas de uso dos recursos
naturais, com a protecdo da biodiversidade como objetivo secundario (Catojo e
Jesus, 2022).

As areas de protecdo integral sdo classificadas como parques nacionais,
reservas bioldgicas, estagdes ecoldgicas, monumentos naturais e refugios de vida
silvestre, podendo ser destinadas a fins educacionais, recreativos e cientificos. Por
outro lado, as unidades de uso sustentavel sdo subdivididas em sete categorias:
areas de protegcdo ambiental, areas de relevante interesse ecoldgico, florestas
nacionais, reservas extrativistas, reservas de fauna, reservas de desenvolvimento
sustentavel e reservas particulares do patriménio natural. Essas categorias permitem
diferentes tipos e niveis de interferéncia humana, como silvicultura, corte seletivo
sustentavel, protecdo de bacias hidrograficas, pesquisa e recreagao (Rylands e
Brandon, 2005).
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3.1.1 Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas

O proposito da categoria de Refugio de Vida Silvestre € a conservagao das
areas naturais, proporcionando condigdes adequadas para a subsisténcia e
reproducdo de espécies da flora e fauna locais, migratérias e residentes. Esses
Refugios podem ser constituidos por areas privadas, desde que o uso da terra pelos
proprietarios esteja em acordo com os principios de conservagao da unidade. Caso
haja discordancia, conforme o Art. 13 da lei SNUC, a area deve ser desapropriada
(SNUC, 2000; Strapazzon, 2015).

A categoria de Refugio de Vida Silvestre foi inspirada nos National Wildlife
Refuges americanos, que tém como objetivo preservar os recursos de vida
selvagem no pais, com especial enfoque em espécies ameagadas, além de prever
atividades recreativas e educativas relacionadas ao meio ambiente (Przyvara, 2020).

O Refugio de Vida Silvestre Campos de Palmas é uma unidade de protecgao
integral estabelecida pelo Decreto Federal de 03 de abril de 2006, abrangendo uma
area de 16.582 hectares nos municipios de Palmas (90,8%) e General Carneiro
(9,2%), ambos localizados no estado do Parana. Sua area de amortecimento se
estende a 500 metros e adentra o estado de Santa Catarina, notavelmente no
municipio de Agua Doce. Essas trés localidades sdo de porte médio, sendo Palmas
a maior entre elas (Apremavi, 2012; Strapazzon, 2015). A regido possui um clima
temperado, com temperaturas médias anuais de 15° a 16° C, e é caracterizada por
um clima chuvoso e relativamente quente durante todas as estagdes do ano, com
precipitacdes médias que variam entre 1.800 e 2.000 mm (SIMEPAR, 2012; STCP,
2013).

Localizado na bacia hidrografica do Rio Iguagu, o maior rio completamente
inserido no estado do Parand, o Refugio tem uma area que abrange trés sub-bacias
hidrograficas: a bacia do rio Chopim, que representa 81,4% da area da UC; a bacia
do Rio Jangada, que abrange 5,2%; e a bacia do rio Iratim, responsavel por 13,4%
do RVS-CP. Esses trés rios desaguam na margem esquerda do rio lguagu, incluindo
campos naturais com banhados dentro da area do RVS-CP (STCP, 2013). Essa
caracteristica da UC corrobora com os objetivos do presente trabalho, uma vez que
os limites da UC se coincidem em quase sua totalidade com interflivios no relevo
que configuram as cabeceiras de drenagem do alto curso da bacia hidrografica do

Rio Chopim.
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Referente ao Rio Chopim, cujas nascentes se encontram na porgao oriental
dos Campos de Palmas, ha um trecho desse rio localizado dentro do RVS-CP, que
possui extrema importancia por ser a area de origem do volume hidrico, emergindo
de areas umidas elevadas e abastecendo diversos municipios da regido. Além disso,
€ possivel encontrar campos naturais com banhados nessa area, indicando o
afloramento de agua subsuperficial devido a fina cobertura pedoldgica. Tais areas
possuem grande sensibilidade hidrografica e ecoldgica, exigindo, conforme
apontado no plano de manejo, a devida preservagao (Brasil, 2016).

No interior das areas do Refugio também foi constatada a presenca de uma
diversidade significativa de mamiferos, macroinvertebrados, herpetofauna e aves,
dentre os quais algumas espécies estao classificadas como em perigo, vulneraveis e
quase ameacadas de extingdo (Brasil, 2016). Essas descobertas enfatizam a
importancia da preservacdo e protecdo desse ambiente para assegurar a
sobrevivéncia e reproducédo desses organismos.

Com isso, sabe-se que o principal objetivo da criacdo do RVS-CP é proteger
0s ambientes naturais essenciais para a existéncia e reproducido da flora e fauna
residente ou migratoria, com destaque para os remanescentes de estepe gramineo-
lenhosa (campos de altitude), de floresta ombroéfila mista (mata com araucarias) e
areas de campos Umidos e varzeas. Mas o Refugio ainda busca incentivar
pesquisas cientificas e o desenvolvimento de atividades controladas de educacao
ambiental e turismo, no entanto, € importante destacar que a visitacdo publica ao
RVS-CP esta sujeita a condigdes e limitagdes estabelecidas pelo plano de manejo
da unidade, e qualquer pesquisa cientifica requer uma autorizagcao prévia do 6rgao
responsavel, pois esta sujeita a restricbes de acordo com as regulamentagdes
(STCP, 2013).

Apesar de tudo, o RVS-CP esta situado em areas de propriedades
particulares onde possivelmente diversas atividades estdo sendo desenvolvidas, o
que contraria as diretrizes estabelecidas no Plano de Manejo de 2016. Entre essas
atividades, encontram-se praticas de silvicultura e agricultura, extragao ilegal de
arvores na regidao, presenca de uma rede de transmissdo de energia elétrica,
utilizagcdo de técnicas inadequadas para a manutencdo das estradas de terra, e
ainda, cacga, queimadas e atividades pecuarias sem restrigdes e manejo adequado
(Brasil, 2016). Com base nisso, fica evidente a importancia da realizagdo de estudos

que visem identificar possiveis pontos vulneraveis desta UC, os quais podem
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envolver analises fisico-quimicas da agua e dos sedimentos, bem como

investigacdes de ecotoxicidade desses ambientes.

3.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE QUALIDADE DA AGUA

O monitoramento ambiental envolve a analise, coleta de dados e
acompanhamento sistematico da condicdo dos recursos naturais nos aspectos
abidticos e bidticos, com o objetivo de promover a recuperagdo, a melhoria ou a
manutencdo da qualidade do ambiente. Nesse contexto, a qualidade ambiental
refere-se ao controle das variaveis ambientais que sofrem alteragdes, tanto devido a
atividades humanas como em decorréncia de processos naturais (Franca e Callisto,
2019).

No que diz respeito a qualidade da agua, a avaliagao é realizada por meio de
variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas, conhecidas como paradmetros, que sao
expressos em forma de concentragbes, teores e valores numéricos, refletindo a
interagdo e associagdo entre eles no ambiente aquatico (Brasil, 2006). Por isso, é
importante ressaltar a analise dos parametros fisico-quimicos, visto que oferecem
informacgdes essenciais para compreender os ecossistemas aquaticos e os padrbes
de variagao das condigdes ambientais que impactam a qualidade das aguas. Esses
parametros ainda estdo relacionados ao desenvolvimento da vida e das atividades
humanas que dependem do uso dessas aguas (ANA, 2020). Nesse caso, destaca-
se 0s seguintes parametros fisico-quimicos: potencial hidrogenidnico (pH), oxigénio
dissolvido (OD), turbidez, cor, fosforo (P), nitrogénio (N), demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBOs).

No que se refere ao pH, que € um parametro essencial a ser avaliado, ele
indica o nivel de acidez ou basicidade de uma solu¢do. O pH exerce uma influéncia
direta sobre o equilibrio quimico nos ecossistemas aquaticos, o qual é crucial para a
sobrevivéncia das espécies. Como alguns organismos se adaptam melhor a
ambientes acidos ou alcalinos, o pH da agua desempenha um papel determinante
na composigcdo de espécies e na estrutura das comunidades biolégicas nos
ecossistemas aquaticos. Fatores como o0 consumo e a producao de dioxido de
carbono (CO2), a quantidade de matéria organica em decomposigédo, a remogao de
matas ciliares nas margens dos rios e o langamento irregular de esgotos domésticos
ou industriais séo alguns exemplos de fatores que podem afetar esse parédmetro
(Franca e Callisto, 2019).
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O oxigénio dissolvido também é um parametro amplamente utilizado como
indicador da qualidade da agua, no qual altas concentragdes desse gas geralmente
indicam uma boa qualidade da agua. Por outro lado, baixos niveis de oxigénio
dissolvido podem ser problematicos, causando alteragdes que podem colocar em
risco a vida aquatica e até tornando-a imprépria para o consumo (Brasil, 2013).
Dentre os gases dissolvidos na agua, o oxigénio € um dos mais importantes para a
dindmica e caracterizacdo desses ecossistemas, sendo essencial para as atividades
metabdlicas dos organismos aerobicos. A solubilidade do oxigénio dissolvido é
influenciada por fatores como temperatura, pressao atmosférica e salinidade da
agua (Carr e Neary, 2008).

A turbidez € uma caracteristica optica que envolve a absorgao e reflexao da
luz, sendo afetada pela presenca de particulas em suspensdo. Essas particulas tém
um impacto na entrada de luz solar no ecossistema aquatico que podem prejudicar
0s organismos vivos. As algas, por exemplo, vivem no fundo dos ambientes
aquaticos e necessitam de luz para sobreviverem e, a redugao da incidéncia de luz,
acaba causando a eutrofizagao artificial. Com isso, a fotossintese é reduzida pelos
seres autétrofos, afetando a disponibilidade de OD no ecossistema aquatico e
influenciando diretamente a biota aquatica (Alves et al., 2008; Franca e Callisto,
2019). A turbidez na coluna d'agua aumenta devido a presenca de materiais em
suspensao, como argila, silte, matéria organica e inorganica, minerais, plancton e
outros organismos microscopicos. Essas particulas entram no sistema aquatico
principalmente por causa da remocgao da vegetacao ciliar (erosdo e assoreamento)
ou pelo lancamento de efluentes domésticos e industriais sem tratamento. No
entanto, é importante ressaltar que a turbidez ndo pode ser atribuida exclusivamente
aos impactos das atividades humanas, uma vez que existem inumeros fatores que
afetam a cor da agua, incluindo sua origem geoldgica e a entrada de matéria
organica vegetal (Franga e Callisto, 2019; ANA, 2020).

A anadlise de cor da agua € uma analise fisica, responsavel por identificar a
quantidade de detritos presentes na agua e normalmente esta associada aos acidos
humicos e taninos, gerados através da decomposicado da matéria organica. Esse
parametro pode ser classificado como cor verdadeira, quando se refere a matéria
dissolvida, e cor aparente, onde se leva em consideracdo a presenca de materiais

em suspensao. A presenga de ions metalicos dissolvidos, planctons, macrdfitas e
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despejos de esgotos domésticos e industriais também sao fatores que interferem na
cor (Kowata, Ribeiro e Telles, 2000; Paterniani e Pinto, 2001).

O fosforo € um elemento quimico crucial no metabolismo dos ecossistemas
aquaticos, sendo o principal fator limitante para o crescimento das plantas. Nos
ambientes aquaticos, o fésforo pode ser encontrado em formas organicas, como
fosfatos, e em formas inorganicas, como ortofosfatos e polifosfatos. A introdugéo
desse composto no meio aquatico ocorre por meio do langamento de esgotos nao
tratados, da aplicacéo de fertilizantes em areas agricolas ou do descarte de residuos
por industrias quimicas (Franca e Callisto, 2019).

Segundo Esteves (1998), o nitrogénio desempenha um papel fundamental no
metabolismo dos ecossistemas aquaticos, sendo um dos elementos mais
importantes, visto que o nitrogénio esta diretamente envolvido na formacgéo de
proteinas, que sdo componentes essenciais da biomassa. Nos ecossistemas
aquaticos, o nitrogénio pode ser encontrado tanto na forma organica, como
nitrogénio organico, quanto na forma inorgénica, como nitrato, nitrito e aménia. As
principais fontes de nitrogénio nos ecossistemas aquaticos continentais sao através
da fixacao bioldgica (realizada por bactérias e algas), da fixagdo abidtica (resultante
de descargas elétricas), das chuvas e da entrada de matéria organica e inorganica,
resultante da lixiviagdo do solo. Baixas concentracdes desse elemento podem se
tornar limitantes para a producdo primaria nos ecossistemas aquaticos, ao passo
que o excesso, combinado com a entrada de fosforo, desencadeia a eutrofizacéo
artificial. O excesso do nitrogénio esta geralmente associado a entrada de esgotos
sem tratamento, que contém aumento de proteinas e ureia, ao uso de fertilizantes
em areas agricolas e ao despejo de residuos por industrias quimicas (Franga e
Callisto, 2019; ANA, 2020).

Por fim, os parametros de DBOs e DQO s&o utilizados para indicar a presencga
de matéria organica na agua. E conhecido que a matéria organica é a principal fonte
de poluicdo das aguas, pois sua decomposi¢cao reduz a concentracdo de oxigénio
dissolvido, o que acaba ocasionando o desaparecimento de peixes e outras formas
de vida aquatica (Brasil, 2006; Philippi Junior, Roméro e Bruna, 2014). Os
parametros de DBOs e DQO indicam a quantidade de oxigénio consumido ou a
demanda necessaria para estabilizar a matéria organica presente na amostra de
agua. A diferenga entre esses parametros reside no tipo de matéria organica

estabilizada: a DBOs refere-se especificamente a matéria organica mineralizada pela
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atividade dos microrganismos, enquanto a DQO engloba também a estabilizacéo da
matéria organica por processos quimicos. Por isso, os valores de DQO serao
sempre superiores aos valores de DBOs (Brasil, 2006).

E importante ressaltar que a utilizacdo da agua e a sua qualidade dependem
da atividade a que se destina. A agua que pode ser considerada adequada para um
determinado uso pode ser insatisfatéria ou ndo recomendada para outra atividade.
Nesse sentido, os niveis exigidos para os parametros de qualidade da agua variam
internacionalmente e, cada entidade governamental estabelece padrées que regem
a qualidade dos seus recursos hidricos. No Brasil, a Resolugao N° 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), de 2005, e suas modificagdes nas
Resolugdes N° 410/2009 e N° 430/2011, sdo responsaveis por estabelecer os
padrées de qualidade da agua. Essas resolugdes definem os limites aceitaveis dos

elementos nos corpos hidricos, de acordo com a finalidade de uso.

3.3ANALISE DE METAIS PESADOS

Sabe-se que uma das principais causas de poluicdo dos recursos hidricos € a
atividade humana. No caso dos metais pesados, essa relagdo se torna ainda mais
evidente, uma vez que a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos naturais é
proveniente de atividades como mineragao, industrias, despejo de efluentes
domésticos e agricultura (ANA, 2020; Negrao, Oliveira e Butik, 2021). O termo
"metais pesados" possui varias definicdes, sendo a maioria delas baseada em suas
propriedades quimicas. No entanto, geralmente se refere a um grupo de metais e
semimetais associados a contaminagdo ambiental, potencial téxico e ecotoxicidade
em altas concentragbes (Lima e Mercon, 2014; Li et al.,, 2019). Entre os metais
pesados mais estudados devido a sua toxicidade para os seres humanos estdo o
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), manganés (Mn) e mercurio (Hg)
(Guarda et al., 2021).

Os metais pesados sao contaminantes inorganicos que podem afetar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldégicas das aguas naturais, ar, solo, plantas e
alimentos. Eles tém a capacidade de serem absorvidos ou acumulados em
organismos bentbnicos, em alguns casos atingindo niveis téxicos (Arias et al., 2007),
e podem contaminar a cadeia alimentar por meio da lixiviagdo para aguas
subterraneas ou da absorgao pelas plantas e subsequente bioacumulagéo (Batista e

Freire, 2010). Essa contaminagdo contribui para a deterioracdo da qualidade da
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agua, representando um risco para a vida aquatica e para o ecossistema como um
todo (Benson et al., 2018).

O estudo realizado por Guarda et al. (2021) realizou a determinagdo da
concentracédo de diversos metais (Ba (bario), Cr, Cu, Zn (zinco), Ni (niquel), Pb, Fe
(ferro) e Al (aluminio)) por Espectrobmetro de Emissdo Atbmica de Plasma por
Microondas, em amostras de agua, solo e sedimento do Rio Formoso, Tocantins,
Brasil. Os resultados indicaram que a maioria dos metais na agua apresentaram
concentragbes dentro dos valores estabelecidos pela legislaggo do CONAMA
354/2005 (Brasil, 2005), com excecdo do aluminio e do ferro, metais que
apresentam concentragdes naturalmente altas nas aguas do Tocantins, e do bario, o
qual apresentou concentragdo alta quando comparado aos demais metais. Nas
amostras de solo, as concentragdes que ficaram acima do permitido pelo CONAMA
460/2013 (Brasil, 2013) foram dos metais Cr e Ba. Por outro lado, nas amostras de
sedimentos, a concentracdo do Mn se mostrou elevada. Apesar da distribuicdo dos
metais terem apresentado comportamentos distintos, as concentragcdes mais altas
foram identificadas em pontos amostrados com maior proximidade a atividades

agricolas, causando preocupagao com o avango da agricultura na regiao.

3.4 ANALISE DE AGROQUIMICOS

Com base na Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989 (Brasil, 1989), os
agroquimicos englobam produtos e agentes que utilizam processos fisicos, quimicos
ou biologicos, destinados a serem aplicados nos setores de produgéao,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecdo de
florestas nativas ou plantadas, outros ecossistemas, bem como ambientes urbanos,
hidricos e industriais. Seu propdsito € alterar a composi¢ao da flora ou fauna, com a
finalidade de protegé-las de organismos considerados nocivos.

O Brasil € o pais com o maior consumo de agroquimicos globalmente e,
diversos estudos tém evidenciado os impactos negativos desses produtos na saude
humana e no meio ambiente. As regides Centro-Oeste e Sul do Brasil sdo as que
mais utilizam estes produtos, correspondendo a 33,07% e 30,61% do consumo total
no pais, respectivamente. Somente no estado do Rio Grande do Sul sao utilizados
11,32% do volume de agroquimicos empregados no Brasil, totalizando 134 milhdes
de litros em 8,5 milhées de hectares cultivados. Herbicidas, inseticidas e fungicidas

representam 80,61% dos produtos comercializados, sendo o herbicida glifosato o
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ingrediente ativo mais utilizado na agricultura brasileira, responsavel por 32% do
consumo total de agroquimicos (Pignati et al., 2017; Lucas et al., 2020).

Atualmente, a contaminagao dos recursos hidricos por agroquimicos ocupa o
segundo lugar como causa de contaminagao, ficando atras apenas da contaminagao
por esgotos domésticos. O problema reside no fato de que muitas dessas
substancias tém alta probabilidade de afetar negativamente os recursos hidricos
devido a caracteristicas como sua capacidade de se deslocar facilmente no perfil do
solo (lixiviagao), persisténcia prolongada no solo, solubilidade relativamente baixa a
moderada em agua e capacidade moderada de se adsorver a matéria organica
presente no solo (ANA, 2020). E importante ressaltar também que é comum a
combinagdo de diferentes produtos biocidas, cuja mistura pode alterar o
comportamento toxico desses produtos, resultando em efeitos sinérgicos ou até
mesmo cumulativos, efeitos dos quais ndo se tem conhecimento sobre os
organismos (Spadotto, 2006).

Em geral, quanto maior a concentragdo de pesticidas e mais longo o tempo
de exposi¢cdo, maiores sao as chances de os impactos negativos atingirem niveis
mais elevados de organizagdo biolégica, como comunidades e ecossistemas.
Quando um estresse causado pelos pesticidas persiste por tempo suficiente para
causar a morte de uma populacdo de organismos, afetando suas taxas de
crescimento, reproducao e impedindo a entrada de novas espécies, ele pode alterar
a estrutura da comunidade como um todo (Cairns e Pratt, 1993). Fan et al. (2018)
destaca que ainda existem lacunas no conhecimento cientifico sobre os efeitos dos
agroquimicos no ambiente e na saude humana quando esses produtos sao
assimilados por plantas, animais e seres humanos. Pequenas concentragcdes de
diversos agroquimicos que sao ingeridos ao longo do dia, por meio dos alimentos e
da agua, durante um periodo prolongado, podem contribuir para o desenvolvimento
de doencgas crbnicas, como cancer, danos ao figado e rins, além de disturbios
neurolégicos, como Parkinson e Alzheimer (Hayes e Laws, 1991; Belingheri et al.
2022).

E importante ressaltar que a UC Refugio de Vida Silvestre dos Campos de
Palmas esta situada em uma area proxima as fronteiras entre Paraguai e Argentina
e, nessa regido se tem a comercializagao ilegal de produtos agricolas, sendo que

muitos deles sdo de uso proibido no Brasil. Em janeiro de 2023 a Policia Rodoviaria
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Federal apreendeu mais de 6 mil litros de herbicidas no municipio de Agua Doce, em
Santa Catarina, localizado ha menos de 70 km do RVS-CP (Fochzato, 2023).

Nesse sentido, a Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2020) reforca que para a
preservagdo dessas aguas € necessario implementar praticas agricolas mais
adequadas ao uso de agroquimicos, além de tornar estas praticas obrigatorias e

garantir a difusdo destas informacgdes para a sua efetiva realizacéo.

3.5 HORMONIOS

Os hormonios estrégenos consistem em um grupo de horménios esteroides,
podendo ser de origem natural ou sintética, que apresentam um alto potencial de
provocar desregulacdo no sistema endocrino de certos organismos que habitam
ambientes aquaticos. Isso pode resultar em feminizacado, diminuicdo das taxas de
natalidade, ma formacgado neonatal e o desenvolvimento de anomalias fisicas em
peixes (Belhaj et al., 2015).

O termo ‘"estrogénio" abrange diversos hormdnios quimicamente
semelhantes, como a estrona (E1), o 17B-estradiol (E2) e o estriol (E3), que séo de
origem natural, e o 17a-etinilestradiol (EE2), um horménio sintético, presente na
maioria dos contraceptivos e excretado por meio das fezes e urina (Schmitt, Kieling
e Caetano, 2019). Esses hormdnios sao classificados como micro poluentes, pois
mesmo em concentragdes baixas, abaixo de 1 pg/L, sdo capazes de causar
disfungdes nos organismos em contato com eles (Koerich et al., 2021).

No Brasil, onde o tratamento de esgoto nao é realizado em nivel terciario, o
descarte de efluentes domésticos € a principal fonte de pressdo sobre os corpos
d'agua. Nesse caso, a contaminagdo € causada principalmente pela excre¢cdo de
medicamentos e do descarte inadequado desses produtos. Além disso, produtos de
cuidado pessoal, higiene, limpeza e defensivos agricolas também sao mencionados
como causadores de efeitos prejudiciais (Koerich et al., 2021). As estagbes de
tratamento de esgoto (ETE) no pais geralmente utilizam processos bioldégicos como
a principal tecnologia de tratamento, com tecnologias mais avangadas sendo
aplicadas apenas em ocasides especificas. Assim, ETEs sao projetadas para reduzir
a quantidade de poluentes organicos, normalmente em excesso, e, possivelmente,
patdgenos e outros nutrientes, mas ndo sado focadas exclusivamente na remogao de

contaminantes emergentes. Qualquer eliminagdo dessas substancias que ocorra é
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incidental e inerente ao processo de tratamento (Stominsky, Bortolotto e Andreazza,
2022).

Como apresentado por Padilha e Leitzke (2013), a concentragdo de
horménios sexuais femininos nas aguas e sedimentos da bacia do Alto Iguacgu, na
regiao de Curitiba, Parana, foram elevadas em termos de E2 e EE2, além da
presengca de E1 em baixas concentracbes. Nesse caso, as concentragcbes de E2
variaram entre 0,26 ug/L e 7,35 pg/L, e para EE2 as concentra¢des oscilaram entre
0,05 ug/L até 9,52 pg/L. Ambos os horménios podem ser encontrados na formulagao
de anticoncepcionais, sendo assim, a presenca desses hormdnios nas aguas
superficiais pode ser originada através de possiveis contaminag¢des provenientes do

despejo de esgotos domésticos nessa regiao.

3.6 TESTES DE ECOTOXICIDADE

A ciéncia que se dedica ao estudo dos efeitos prejudiciais causados por
substancias quimicas em organismos vivos é conhecida como toxicologia
(Zakrzewski, 1997). Seus principais objetivos incluem a identificagcdo dos riscos
associados a uma determinada substancia e a determinagdo das condigbes de
exposi¢cao que levam a esses riscos. A toxicologia investiga experimentalmente a
ocorréncia, natureza, incidéncia, mecanismo e fatores de risco relacionados a
substancias toxicas (James, Roberts e Williams, 2022). Assim, a toxicologia
ambiental concentra-se na avaliagdo do impacto dos agentes toxicos presentes no
ambiente sobre a saude e o bem-estar de humanos, animais e plantas,
considerando as interacbes entre esses organismos (Yu, Tsunoda e Tsunoda,
2011).

Os testes de toxicologia, também conhecidos como testes de toxicidade, sao
ensaios realizados em laboratério sob condigdes experimentais especificas e
controladas. Esses testes tém como objetivo avaliar a toxicidade de substancias, a
carga poluidora de efluentes industriais e a qualidade de amostras ambientais, como
aguas ou sedimentos. Durante esses ensaios, organismos-teste sao expostos a
diferentes concentragcdes das amostras e os efeitos toxicos resultantes sao
observados e quantificados. Esses testes sdo frequentemente complementados por
andlises fisico-quimicas, cujos limites sao estabelecidos pelas legislagdes
ambientais. Enquanto as analises quimicas identificam e quantificam as

concentracbes de substancias toéxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito
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dessas substancias em sistemas bioldgicos, proporcionando resultados que se
complementam (Costa et al., 2008).

Quando se trata da selecdo de organismos para testes ecotoxicoldgicos,
Freddi e Américo-Pinheiro (2017) e Costa et al. (2015) destacam a importéncia de
utilizar organismos de diferentes niveis troficos, a fim de avaliar a segurancga
ambiental. Além disso, € necessario conduzir pesquisas para identificar o organismo
mais sensivel a cada poluente, substancia ou solucido em questdo. Ao escolher um
indicador biolégico adequado, algumas caracteristicas devem ser consideradas,
como por exemplo: i) ser taxonomicamente bem definido e facilmente reconhecivel
por ndo-especialistas; ii) possuir ampla distribuicdo geografica; iii) ser abundante na
natureza; iv) ter caracteristicas ecologicas bem estudadas e conhecidas; v) ser
viavel para uso em estudos laboratoriais (Peres e Moreira, 2003). Entre as espécies
mais relevantes para a condugdo de bioensaios, destacam-se o0s peixes, 0s
microcrustaceos e as algas, visto que esses grupos sao reconhecidos por sua
sensibilidade as variacbes dos parametros ambientais e representam diferentes
niveis troficos (Dezzoti, 2008).

Com base nesse conhecimento, € possivel observar que existem diversos
métodos padronizados por entidades reguladoras para deteccado e quantificagdo da
toxicidade em amostras de diferentes ecossistemas e substancias. Esses ensaios,
que sao amplamente utilizados na comunidade cientifica, podem variar em termos
de tipo de teste (agudo ou crénico), critérios avaliados (letalidade, inibigao/letalidade,
inibicdo da luminescéncia, reprodutibilidade, inibicdo do crescimento, entre outros),
duracéao (15 minutos, 30 minutos, 24 horas, 48 horas, 72 horas e dias) e organismos

utilizados nos testes, dependendo do nivel tréfico a ser investigado.

3.6.1 Artemia salina L.

A A. salina é um microcrustaceo pertencente a ordem Anostraca,
caracterizado por nado possuir carapaca. Essas criaturas sao naturalmente
encontradas em lagos de agua salgada e possuem capacidade de sobreviver em
ambientes com concentragdes tao elevadas de salinidade que seus predadores
dificilmente sobrevivem a tais condigbes (Abatzopoulos et al., 2002). A A. salina é
uma espécie filtradora que se alimenta de detritos orgénicos, algas e bactérias
microscopicas. Além de sua resisténcia as flutuagbes ambientais, esses

microcrustaceos sdo amplamente utilizados como alimento para peixes, seja em sua
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forma natural ou como ragao na aquicultura, tornando-os um produto comercial de
facil acesso. A auséncia desse organismo no meio aquatico pode acarretar sérios
danos ao ambiente, pois interfere diretamente na cadeia alimentar dos recursos
hidricos (Ates et al., 2013; Kumar et al., 2016; Silva et al., 2020).

Além disso, a A. salina € um dos organismos de teste mais valiosos e
amplamente utilizados em ensaios de ecotoxicidade, sendo a espécie mais
empregada em testes de letalidade para avaliar a toxicidade de diferentes meios,
como suplemento fitoterapico de cha verde Matcha (Camellia sinensis L.),
microplasticos de polipropileno, veneno de cobra, droga recreativa 25C-NBOMe,
entre outros (AIvarez-AIarcén et al., 2021; Okumu et al., 2021; Jeyavani et al., 2022;
Silva et al., 2022), devido a sua capacidade de rapido cultivo, aplicagdo e baixo
custo (Rajabi et al., 2015). Suas caracteristicas, como ciclo de vida curto, tamanho
reduzido do corpo e processo simples de eclosdo de cistos, tornam essa espécie
adequada para testes toxicologicos de curta duragao e pesquisas com orgamentos e
recursos limitados (Cruzeiro et al., 2017). Esse bioensaio consiste na exposigao dos
microcrustaceos a diferentes concentracbes das amostras a serem avaliadas e agua
salina, com o objetivo de analisar a taxa de mortalidade ao longo de um periodo de
tempo, que pode variar de 24 a 72 horas. O teste de mortalidade pode ser conduzido
isoladamente ou em combinagdo com outros bioensaios em estudos mais

abrangentes para avaliagdo de toxicidade (Rajabi et al., 2015).

3.6.2 Eisenia fetida L.

As minhocas sao frequentemente utilizadas como organismos de teste em
ensaios de toxicidade devido ao seu papel crucial na formacdo do solo,
decomposi¢cdo de materiais e produ¢do de humus. Suas células imunoldgicas se
encontram principalmente em seu trato intestinal e, por se alimentarem de grandes
quantidades de solo durante seu deslocamento, elas absorvem os contaminantes
presentes por meio do contato direto, da passagem através de sua cuticula e da
constante ingestdo do solo, acumulando esses poluentes e, consequentemente,
sofrendo alteragbes em seu comportamento (Andréa, 2010; Lionetto, Calisi e
Schetino, 2012). Como Sivakumar (2015) explica, as minhocas desempenham um
papel ecologicamente importante no ecossistema do solo, pois além de
apresentarem respostas comportamentais, também apresentam respostas

morfolégicas frequentemente utilizadas em estudos de toxicidade.
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Existem diversos métodos para avaliar a toxicidade de substancias quimicas
utilizando esses organismos, pois ao expor as minhocas a diferentes dosagens de
reagentes quimicos, pode-se observar diversas reagdes, tais como variagdes na
producao e peso de casulos, efeitos fisioldgicos e deformagdes, comportamento de
espiralamento, mudangas na capacidade de escavagao, agitagao, fuga e rejeigcdo ao
solo contaminado. Além disso, podem ocorrer alteragbes no senso de equilibrio ou
direcdo, escavacido anormal do substrato, fobias e até mudangas na alimentacao e
respiragcdo (Andréa, 2010). Testes de genotoxicidade realizados com esses
organismos demonstraram diminuicdo no numero de células, coleomdcitos e
formagcdao de micronucleos, indicando a presenga de substancias toxicas (Calisi,
Lionetto e Schettino, 2009). No entanto, o comportamento de fuga geralmente € o
primeiro sinal demonstrado pelo organismo como mecanismo de defesa, antes de
ocorrerem outros efeitos ndo tado imediatos da exposicdo a condigcbes adversas
(Hellou, 2011).

As espécies mais comumente utilizadas sdo a E. fetida e a E. andrei, no
entanto, a espécie E. fetida é facilmente cultivada em laboratério, tornando-a mais
recomendada para testes toxicolégicos (OECD, 1984), além de ser capaz de se
alimentar de uma ampla variedade de substratos e suportar variagcbes de
temperatura e umidade. A abundancia das minhocas, representando de 40% a 90%
da biomassa da macrofauna na maioria dos ecossistemas (Fragoso et al., 1999),
reforca sua relevancia como organismos de teste em estudos de ecotoxicidade,
devido ao papel fundamental que desempenham nos ciclos do solo, através da
decomposicado e mineralizagao de nutrientes. Elas sdo consideradas espécies-chave
na comunidade de decompositores (Ingham e Coleman, 1984), além de que sua
suscetibilidade a produtos quimicos € semelhante a de outras espécies de minhocas
(Yasmin e D'Souza, 2010).

3.6.3 Allium cepa L.

A. cepa, uma planta superior também conhecida comercialmente como
cebola, € amplamente reconhecida como um excelente bioindicador dos efeitos
genotoxicos e mutagénicos de poluentes ambientais (Grant, 1982; Grant, 1999),
utiliza a detecgao de anormalidades cromossémicas como um dos indicadores para
analisar os efeitos toxicos, citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de compostos

quimicos nas raizes de cebola. Esse método, que realiza a avaliagdo das alteragdes
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cromossOmicas em raizes de cebolas, é validado pelo Programa Internacional de
Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nacbes Unidas
(UNEP) como um teste eficiente para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (Bagatini, Silva e Tedesco, 2007).

Fiskesjo (1985) destaca o uso de sistemas vegetais em testes de ensaio para
determinar os efeitos adversos de certos compostos quimicos. Os bioensaios com
plantas tém se mostrado testes eficientes para monitorar a genotoxicidade de
poluentes na agua e no solo, incluindo agroquimicos, devido a sua sensibilidade e
simplicidade em comparagao aos estudos com animais (Grant, 1999; Ma, 1999).
Além disso, EI-Shahaby et al. (2003) consideraram o teste com A. cepa como o mais
adequado para detectar toxicidade/genotoxicidade na avaliacdo dos niveis de
poluicdo ambiental, que representam riscos diretos ou indiretos para a populacao
humana. Embora existam diferengcas metabdlicas entre vegetais e animais, a
ativacdo pro-mutagénica em plantas € altamente relevante, considerando que os
seres humanos estdo constantemente expostos a esses riscos ao consumir vegetais
tratados com agentes quimicos (Grippa et al., 2010).

A analise de alteragbes cromossémicas € um teste capaz de medir a
mutagenicidade e € um dos poucos métodos disponiveis capazes de mensurar
danos em sistemas expostos a potenciais agentes mutagénicos ou carcinogénicos.
Para que seja possivel avaliar os efeitos e danos causados por esses agentes, é
importante que a amostra esteja em constante divisdo mitética, a fim de identificar os
efeitos toxicos e as alteracdes que ocorrem ao longo do ciclo celular (Bagatini, Silva
e Tedesco, 2007). Com esse conhecimento, entende-se o motivo do teste com A.
cepa ser amplamente utilizado, visto que o indice mitético e o indice de replicacao
sdo usados como indicadores da proliferacdo adequada das células (Gadano et al.,
2002; Silva, Erdtmann e Henriques, 2003), os quais podem ser medidos por meio
desse teste. Portanto, nos bioensaios com A. cepa, apos a exposicao dos bulbos de
cebola a solucido-teste por um determinado periodo, € possivel avaliar tanto os
efeitos citotoxicos, como a redugdo do crescimento das raizes ou a diminuicdo do
indice mitético, quanto os efeitos genotdxicos, geralmente analisando micronucleos
ou anormalidades na anafase-tel6fase (Fiskesjo e Levan, 1993).

Além do mencionado anteriormente, o teste com cebolas também se destaca
por sua baixa complexidade e custo reduzido, permitindo que seja realizado em um

curto periodo de tempo, o que auxilia nos estudos de prevengao e controle de danos



33

ao meio ambiente (Fiskesjo, 1985). Valido ressaltar também que esses testes sao
altamente sensiveis e apresentam boa correlacdo com outros sistemas de teste,
possibilitando multiplas exposicdes ao mesmo composto para fins de
monitoramento, sdo ensaios simples, com rapido crescimento das raizes e sua
analise é facilitada devido a produgao de um grande numero de células em divisao
(Bagatini, Silva e Tedesco, 2007).

3.6.4 Citotoxicidade in vitro

Em resposta ao aumento do rigor no controle do uso de animais em
laboratério, com o objetivo de diminuir ou até erradicar essa pratica, torna-se crucial
a elaboragao e harmonizacédo de experimentos in vitro (Cruz, 2003; Rogero et al.,
2003).

As técnicas in vitro proporcionam diversos beneficios comparadas aos
meétodos in vivo, como a capacidade de limitar o numero de variaveis experimentais,
fornecer informacdes significativamente relevantes em um intervalo de tempo
reduzido, além de apresentar alta sensibilidade e consisténcia nos resultados, além
de também serem economicamente viaveis para a realizacdo de estudos de
biocompatibilidade in vitro (Rogero et al, 2003; Trintinaglia et al., 2015). Essas
vantagens reforcam que os testes de citotoxicidade em culturas de células podem
ser eficazes para avaliar a toxicidade ambiental de diferentes amostras (Suares
Rocha et al., 2010).

Testes de citotoxicidade podem ser valiosos para identificar danos em
estagios iniciais, uma vez que os poluentes na agua exibem dois efeitos primordiais
nas células: efeitos toxicos, resultando em morte celular, e efeitos proliferativos,
potencialmente ligados a impactos carcinogénicos na biota afetada (Suares Rocha
et al., 2010). A presenca desses poluentes pode levar a mudangas morfolégicas e
na aderéncia celular, irregularidades no ciclo celular e no DNA (acido
desoxirribonucleico), e alteragbes em atividades enzimaticas, especialmente as
associadas ao processo de biotransformacdo (Suares Rocha et al.,, 2010;
Khatibisepehr et al., 2011)

Considerando o exposto, foram padronizados diversos métodos in vitro para
analisar a toxicidade de compostos utilizando culturas celulares. Esses testes de
citotoxicidade envolvem o contato direto ou indireto do material a ser avaliado com

uma cultura de células de mamiferos e a observagcao das mudancgas celulares por
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meio de varios mecanismos, incluindo a incorporagao de corantes vivos ou a inibigao
do crescimento de colbnias celulares (Rogero et al.,, 2003). O parametro mais
comumente utilizado para avaliar a toxicidade € a viabilidade celular, que pode ser
determinada com a ajuda de corantes vivos, como o vermelho neutro (3-amino-7-
dimethylamino-2-methylphenazine hydrocloride) e o MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) (Fotakis e Timbrell, 2006). Em um pH
fisiologico, o vermelho neutro atravessa facilmente a membrana plasmatica e se
acumula no interior dos lisossomos, onde se fixa através de ligagbes eletrostaticas
hidrofébicas em locais anibnicos na matriz lisossomal. Uma vez que muitas
substancias sdo capazes de danificar as membranas, resultando em diminui¢cdo da
captacdo e ligacdo do vermelho neutro, € possivel diferenciar células vivas de
células danificadas ou mortas medindo a intensidade da cor da cultura celular
(Ciapetti et al., 1996). Por outro lado, o MTT é um sal amarelo soluvel que é
metabolizado pela succinato desidrogenase encontrada na mitocdndria,
transformando-se em um produto azul insoluvel. A perda do gradiente de pH por
morte/morbidade celular ou perda da permeabilidade da membrana também impede
a incorporagao desses corantes (Harbell et al., 1997; Cruz, 2003; Rogero et al.,
2003).

Portanto, pode-se dizer que o uso de métodos in vitro e os testes de
citotoxicidade em analises ambientais sdo otimas alternativas para avaliar a
toxicidade de potenciais contaminantes de maneira eficiente e ética. Através da
observacao direta de alteragdes celulares e da viabilidade celular, podemos detectar
os efeitos toxicos e proliferativos dos poluentes nas células. Essas abordagens
abrem caminho para uma avaliagdo mais precisa do impacto ecolégico de
contaminantes ambientais, permitindo a identificacdo precoce de danos e uma

resposta mais efetiva para a preservagao do meio ambiente.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 AREA DE ESTUDO

O Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas esta localizado no estado
do Parana, regiao Sul do Brasil, nos municipios de General Carneiro e Palmas, e
abrange uma area aproximada de 16.582 hectares (Figura 1). A UC esta inserida
geograficamente em uma regido de predominio da Floresta Ombrofila Mista
(Floresta com Araucarias), apresentando remanescentes de campos limpos
entremeados por capdes e campos Umidos (varzeas e banhados) (Brasil, 2016). Em
relacdo a bacia hidrografica, o RVS-CP encontra-se na bacia do Rio Iguacu e a

regido abrange as cabeceiras de drenagem e alto curso do Rio Chopim.

Figura 1 — Localizagdo do Rio Chopim e limites do RVS-CP
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4.2PONTOS DE COLETA

O Rio Chopim é um dos cursos de agua do RVS-CP, sendo que dentro desta
unidade de conservagao encontram-se varias nascentes. A escolha dos pontos de
coleta de amostras de agua e sedimento buscou identificar possiveis variagbes ao
longo deste rio, desde sua nascente, passando por dentro da UC, até sair dos limites
do Refugio. Assim, a escolha dos pontos de coleta levou em conta fatores como a
localizagéo, o uso do solo das areas de contribui¢do hidrolégica de cada ponto e o
acesso as areas de coletas das amostras. Além disso, baseou-se nos resultados e
nos pontos de coleta do trabalho de Schutz et al. (2021) e nas posicbes das

nascentes do Rio Chopim dentro do RVS-CP.

Figura 2 - Localizagdo dos pontos de coleta de agua e sedimento do Rio Chopim e limites do
RVS-CP
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Fonte: Autoria prépria (2024)

As amostras foram coletadas em novembro de 2021 em sete pontos ao longo
do Rio Chopim: Nascentes 1 (N1), 2 (N2) e 3 (N3), Pontos 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) -
dentro do RVS-CP, sendo o P3 pouco antes do limite da Unidade — e Ponto 4 (P4) —
localizado fora dos limites do RVS-CP, a jusante do Rio Chopim (Figura 2). Os
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pontos de coleta foram georreferenciados com o uso de GPS e as coordenadas
estdo apresentadas na Tabela 1, sendo que as amostras de agua e sedimento foram
coletadas da mesma posigao geografica.

As coletas seguiram as metodologias descritas no “Standard Methods”
(APHA, AWWA e WEF, 1998, 2012) para coleta e armazenamento das amostras. As
amostras de agua foram coletadas com auxilio de um coletor plastico, em locais de
dificil acesso ao meio do leito do rio, e armazenadas em garrafas plasticas limpas.
Nos locais de acesso, as garrafas plasticas foram imersas no ponto de coleta de
agua do rio a cerca de 30 cm da superficie. Em sequéncia, as amostras foram
armazenadas em caixas isotérmicas e transportadas ao laboratorio, onde
permaneceram armazenadas a 10 °C ou -6 °C, de acordo com as normas para a

execucao de cada metodologia.

Tabela 1 — Coordenadas geograficas dos pontos de coleta das amostras de agua e sedimento

do Rio Chopim
Pontos Latitude Longitude Descricdo
N1 26°35'5.84" S 51°31'5.80" O Nascente dentro do RVS-CP
N2 26°35’17.89” S 51°32'48.15" O Nascente dentro do RVS-CP
N3 26°30'45.52" S 51°34'59.07” O Nascente dentro do RVS-CP
P1 26°30'47.74” S 51°35'36.15” O Rio Chopim dentro do RVS-CP
P2 26°30°'34.00” S 51°38'46.99” O Rio Chopim dentro do RVS-CP
P3 26°30'6.98" S 51°40’16.85" O Rio Chopim dentro do RVS-CP
P4 26°26'32.63" S 51°46'53.73" O Rio Chopim fora do RVS-CP

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
Fonte: Autoria propria (2024)

Nos mesmos pontos de coleta de amostras de agua foram coletadas as
amostras de sedimento, as quais foram armazenadas em sacolas plasticas
identificadas e, no laboratério, os sedimentos foram homogeneizados e secos em
estufa (50°C), para entdo serem macerados e peneirados em malha de tecido com
granulometria fina (< 63 uym) para posterior analise.

A Nascente 1 (N1) (Figura 3), dentro dos limites do RVS-CP, est4 situada em
uma area de campo, sendo composta predominantemente por pastagem (76%) e
com baixa presenga de gramineas nativas (0,06%), sendo uma regido pouco
alterada (Tabela 2). Além disso, mais 19,87% da area esta destinada a uma mescla
de agricultura e pastagem. Nessa regido ha presenga de cursos de agua com cerca

de 50 cm de largura que estdo escondidas em meio a vegetacgéo, e ainda, num raio
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de aproximadamente 200 m, ha uma pequena area de reflorestamento com pinus
(1,53%).

A Nascente 2 (N2) (Figura 4), dentro do RVS-CP, esta proxima a lavouras de
plantio de batata. O uso da terra na area de contribuigdo hidrolégica dessa nascente
apresenta predominédncia em d&reas de agricultura e pastagem (81,89%) e de
lavouras temporarias (13,7%), e ainda uma baixa presenca de formagdo campestre
(4,3%) e de campo alagado (0,11%) (Tabela 2). Essa nascente esta totalmente
antropizada, com solo revolvido e nas proximidades foi feito um pequeno barramento
para constru¢cdo de uma estrada, deixando uma canalizagéo para a agua escoar.

Nesse ponto também foi encontrado galées de agroquimicos vazios.

Figura 3 — Uso da terra na area de contribuicao hidroldgica da Nascente 1 (N1)
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Tabela 2 — Uso da terra (%) na area de contribuigao hidrolégica dos pontos de coleta das

amostras de agua e sedimento do Rio Chopim

N1 N2 N3 P1 P2 P3
Outras areas néo vegetadas 2,54 0,00 0,00 0,11 0,12 0,10
Formacao Florestal 1,53 0,00 8,87 12,56 11,16 11,32
Mosaico de Agricultura e Pastagem 19,87 81,89 51,15 19,35 26,95 28,49
Pastagem 76,00 0,00 25,67 6,47 7,52 8,13
Formagédo Campestre 0,06 43 14,31 5,86 12,70 12,94
Campo Alagado e Area Pantanosa 0,00 0,11 0,00 12,71 11,34 11,45
Lavouras Temporarias 0,00 13,7 0,00 6,90 7,67 7,23
Silvicultura 0,00 0,00 0,00 35,98 22,46 20,25
Rios e Lagos 0,00 0,00 0,00 0,06 0,10 0,08

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP.

Fonte: Autoria prépria (2024)

Figura 4 — Uso da terra na area de co

ntribuicéo hidroldgica da Nascente 2 (N2)
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A Nascente 3 (N3) (Figura 5), dentro do RVS-CP, € uma éarea alagada de
baixo gradiente topografico. No seu entorno pode se observar presenga de areas de
pastagens (25,67%), campos nativos (14,31%) e formacao florestal (8,87%), apesar
de ser uma area majoritariamente composta pelo mosaico de agricultura e pastagem
(51,15%) (Tabela 2). E valido ressaltar que no ponto onde foi realizada a coleta

existe uma pequena barragem.

Figura 5 — Uso da terra na area de contribuigao hidrolégica da Nascente 3 (N3)
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Fonte: Autoria préopria (2024)

O Ponto 1 (P1) dentro do RVS-CP (Figura 6), esta em um local em que a
ocupacéao do solo é bastante heterogénea, sendo composta predominantemente por
silvicultura (35,98%), mosaico de agricultura e pastagem (19,35%), campos
alagados (12,71%) e florestas (12,56%) (Tabela 2). Areas como lavouras
temporarias (6,9%), pastagem (6,47%) e vegetacao campestre (5,86%) também
estdo presentes na area da contribuicdo hidrolégica de P1, porém em menor

proporcao.
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Figura 6 — Uso da terra na area de contribuicao hidrolégica do Ponto 1 (P1)
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O Ponto 2 (P2), dentro do RVS-CP (Figura 7), além da propria contribuicdo
hidrologica, acaba abrangendo toda a area de contribuigdo de P1. Com isso, nota-se
também uma heterogeneidade nos usos do solo, onde se encontra grandes areas
mescladas de agricultura e pastagem (26,95%) e silvicultura (22,46%) (Tabela 2). As
demais areas estao em proporgdes menores, como a vegetagcao campestre (12,7%),
os campos alagados (11,34%), a area florestal (11,16%), as areas de lavouras
temporarias (7,67%) e pastagens (7,52%). Um fato valido que deve ser ressaltado &
que neste ponto do rio ha corredeiras que, devido a agitagdo, proporcionam a

oxigenagao da agua.



Figura 7 — Uso da terra na area de contribuicao hidrolégica do Ponto 2 (P2)
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O Ponto 3 (P3) € o ultimo ponto ainda dentro dos limites do RVS-CP (Figura
8). Ele esta bem proximo a area habitada por uma familia e o uso da terra na area
de contribuicdo hidrolégica € bastante similar ao uso da terra de P2, sendo

composto por 29,49% de mosaico de agricultura e pastagem, 20,25% de silvicultura,
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12,94% de formagado campestre, 11,45% de campo alagado, 11,32% de formacao

florestal, 8,13% de pastagens e 7,23% de lavouras temporarias (Tabela 2).
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Figura 8 — Uso da terra na area de contribuigao hidrolégica do Ponto 3 (P3)
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O Ponto 4 (P4) estd situado além dos limites do RVS-CP, onde foram
observadas areas com formacao campestre e florestal, incluindo a presenca de
araucarias e areas de cultivo de pinus. Como mencionado anteriormente, P4 esta
localizado fora da area de conservacao (Figura 2), sendo, portanto, o ponto de
controle da regiao externa da UC. Ele sofre influéncia da regido a jusante da bacia,
que engloba uma variedade de usos de terra, resultando em uma ampla area de
captagédo hidrologica tanto dentro quanto fora da UC. Esses fatores dificultam a
analise para determinar o uso predominante da terra, e sabendo disso, optou-se por
nao realizar a confeccdo do mapa desse ponto.

Ao observar a Tabela 3 é possivel ver a crescente contribuigao hidrolégica dos
pontos de coleta, visto que o proximo ponto engloba, além da sua regido, a regiao
do ponto anterior. Nesse caso, P1 contribui hidrologicamente com o Refugio cerca
de 34,64%, P2 com 67% e P3 com aproximadamente 79,3%.
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Tabela 3 — Contribuicao hidrolégica dos pontos de coleta das amostras de agua e sedimento

do Rio Chopim
Contribuicao hidrologica % de contribuicdo dentro do RVS-CP
(hectares)
N1 10,91 0,07
N2 2,42 0,01
N3 7,9 0,05
P1 5744,05 34,64
P2 11109,26 67,00
P3 13149,08 79,30

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
Fonte: Autoria propria (2024)

4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
As anadlises fisico-quimicas das aguas foram realizadas de acordo com
"Standard Methods" (APHA, AWWA e WEF, 1998, 2014 a, b), abrangendo os
seguintes parametros: pH, oxigénio dissolvido, turbidez, cor, fosforo, fosfato,
nitrogénio, demanda quimica de oxigénio e demanda bioquimica de oxigénio.
Os valores foram comparados com a Resolucao Brasileira do CONAMA n°
357/2005 (Brasil, 2005), que dispdem sobre a classificagdo dos corpos de agua e as

diretrizes ambientais para o seu enquadramento.

4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE METAIS

Foram determinados os metais aluminio, chumbo, cobre, cromo total,
manganés e zinco das amostras de agua e sedimentos. As concentragdes
elementares foram determinadas pela técnica de Fluorescéncia de Raios-X por
Reflexdo Total (TXRF) no Laboratério A3Q de Cascavel (PR).

Os valores foram comparados com a Resolugao Brasileira do CONAMA n°
357/2005 (Brasil, 2005) para as amostras de agua, a qual dispde sobre a
classificagdo dos corpos de agua e as diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, e a Resolucéo Brasileira do CONAMA n° 454/2012 (Brasil, 2012)
para as amostras de sedimentos, que estabelece as diretrizes gerais e os
procedimentos referenciais para o gerenciamento do material a ser dragado em

aguas sob jurisdicao nacional.
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4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE AGROQUIMICOS

Das amostras de agua foi determinado o teor do agroquimico 2,4-D, por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (modelo UltiMate 3000, Thermo
Scientific), em coluna C18, utilizando o software de cromatografia Chromeleon™,
baseado nos trabalhos de Primel et al. (2005), Caldas et al. (2011), Gabardo (2015),
Marsolla (2015) e Bressiani et al. (2022).

A determinacdo dos residuos de agroquimicos nas amostras de sedimentos
foram realizadas empregando o método QUEChERS modificado e Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas no Laboratorio de Analises de
Residuos e Pesticidas da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

Os valores obtidos para cada amostra foram comparados com a Portaria de
Consolidagao (PCR) n° 5, de 28 de setembro de 2017, Anexo XX, a qual dispde

sobre o controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano.

4.6 DETERMINACAO DO TEOR DE HORMONIOS ESTROGENOS

Para a determinagéo do teor de horménios estrogenos das amostras de agua
foi realizada a extracdo em fase solida e eluidas em solventes para leitura em
Cromatografia Liquida de Alta Performance (modelo UltiMate 3000, Thermo
Scientific), em coluna C18, utilizando o software de cromatografia Chromeleon™, de
acordo com metodologias de Liu e Liu (2004), Verbinnen, Nunes e Vieira (2010) e
Petrie, Barden e Kasprzyk-Hordern (2015), com modificagdes.

Ainda nao existe limite de valores maximos padronizados para a
concentracdo de horménios estrogenos em corpos hidricos. Entretanto, o Projeto de
Lei n° 4541/2020 esta em tramitagdo no congresso brasileiro, a fim de que o Poder
Executivo estabelega os limites de concentragdo de estrogénios em redes de agua e
esgoto, de forma que a presenca dos horménios nas estacdes de tratamento de
esgoto e na agua potavel para abastecimento publico ndo seja prejudicial a saude e

ao meio ambiente (Brasil, 2020).

4.7 TESTES DE ECOTOXICIDADE
4.7.1 Preparo das amostras

As amostras de agua foram utilizadas da forma que chegaram ao laboratério,
sendo descongeladas e homogeneizadas somente antes do seu uso, sem nenhum

tipo de tratamento prévio.
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As amostras de sedimentos seco (250 g) foram solubilizadas em 1000 mL de
agua destilada. Em seguida, agitou-se mecanicamente por 5 minutos e deixou-se
em repouso por sete dias. Apdés esse periodo de decantacdo dos sdlidos, o
sobrenadante foi removido e filtrado em membrana de 0,45 mm para a obtencéo do
extrato contendo substancias soluveis em agua (ABNT NBR 10006, 2004). As

amostras foram divididas em aliquotas e congeladas até o momento do seu uso.

4.7.2 Teste de imobilidade/mortalidade com A. salina

O teste de imobilidade/mortalidade com o microcrustdceo A. salina foi
realizado conforme o método proposto por Guerra (2001) com modificacbes
embasadas na ABNT NBR 13373 (2010). O teste iniciou-se com a indugédo da
eclosdo dos cistos de A. salina, que foram incubados em solugdo de sal marinho
sintético (30 g L"), aerados, com luminosidade e a 25°C por 48h. Apds a ecloséo
dos cistos, os nauplios foram transferidos para placas de cultivo de 24 pocos, onde
cada pogo era composto por 10 nauplios e 2 mL de cada amostra nas diferentes
concentragdes (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,2% e 3,1%), preparadas pela diluigao
em solugao salina. O controle negativo (CO-) foi realizado com sal marinho diluido
em agua mineral nas mesmas concentragcdes dos tratamentos. E o controle salino
(CS) foi realizado com 2 mL de solucgao salina.

Apos, as placas foram incubadas por 24 horas e, a contagem da quantidade
de nauplios iméveis/mortos foi realizada. A analise estatistica foi realizada através
do teste de normalidade, variancia ANOVA e de comparagao de médias de Kruskal-

Walllis (a=0,05; n=4), pelo programa Action Stat.

4.7.3 Teste de fuga com E. fetida

O teste de fuga com a minhoca E. fetida foi realizado conforme a norma NBR
ISO 17512-1 (ABNT, 2011) e protocolo ISO (2008). As minhocas utilizadas
apresentavam clitelo bem desenvolvido e massa corporal individual entre 300 e 600
mg. Para o solo, foi feita uma adaptagdo do solo artificial tropical (SAT) proposto
pela OECD (1984), isto é, uma mistura de 70% areia fina, seca e peneirada, 20%
caulim em po e 10% fibra de coco. A umidade foi ajustada para 60% da capacidade
maxima de retengcdo de agua, com agua filtrada no solo controle (CO-), as solugbes
tratamento (amostras de agua e sedimento) no solo-teste e solugdo de acido borico
(H3BO3) no controle positivo (CO+) (750 mg H3BOz kg™' de solo).
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Os recipientes que foram utilizados eram frascos retangulares de
polipropileno, com altura de 115 mm e dimensdes de 175 x 132 mm. A tampa dos
recipientes foi furada e o volume interno foi dividido ao meio com a adigdo de um
divisor plastico removivel. Um dos lados do recipiente foi preenchido com 300 g de
solo controle (SAT + agua) e a outra metade com a mesma quantia de solo-teste
(SAT + Pontos) ou solo controle positivo (SAT + H3BO3). Apds isso, o divisor plastico
foi retirado e entdo, 10 minhocas foram introduzidas na linha diviséria entre os dois
solos que estdo no recipiente. Foram realizadas duas repeticbes para cada
experimento.

Os recipientes foram mantidos no escuro durante 48h e entao recolocou-se o
divisor de plastico, separando os solos controle e teste. Em seguida, foi feita a
contagem dos organismos em cada sec¢ao dos recipientes.

Como método de validagdo do ensaio, realizou-se o teste de controle dual,
onde o solo controle (CO-) foi adicionado em ambas sec¢des do recipiente. Para ser
validado, as minhocas deverdo se distribuir de maneira homogénea e a taxa de
mortalidade, durante o tempo do ensaio, devera ser inferior a 10% em cada
recipiente.

A analise dos dados foi realizada em termos de porcentagem de fuga, a qual

foi calculada pela Equacéao 1.
N¢ — Ny

0=
% N 100

(1)

Onde:

% porcentagem de fuga;

n, numero de minhocas encontradas na seg¢ao B (solo-controle);
nr humero de minhocas encontradas na segao A (solo-teste);

N numero total de minhocas (soma das replicatas por efluente).

O solo é considerado toxico quando mais de 80% dos organismos possuem
preferéncia pelo solo controle (fuga >60%). Respostas negativas, no caso em que
minhocas venham a preferir o solo-teste, sdo consideradas como 0% de fuga.

Para verificagcdo da significancia das respostas de fuga foi usado o teste

estatistico de Fisher unicaudal, com os dados da média mais ou menos o desvio
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padrao do numero de organismos encontrados em cada sec¢ao do recipiente, de

cada tratamento e do controle dual, utilizando o programa Action Stat.

4.7.4 Teste de citotoxicidade e mutagenicidade com A. cepa

Os bulbos de A. cepa foram obtidos de fonte comercial, escarificados para a
retirada de catéfilos mortos e colocados para enraizar em frascos com agua mineral
(controle negativo), solugdo de paracetamol 1 g/L (controle positivo), controle branco
(apenas para as amostras de sedimentos, nas quais um lote do processo de
preparacao foi conduzido sem a adicdo do sedimento) e as solugdes tratamento
(amostras de agua e sedimento), a temperatura ambiente e no escuro. As cebolas
permaneceram em contato com as solu¢gdes por 120 horas (cinco dias) para o
enraizamento, sendo essas solugdes trocadas todos os dias. Foram realizadas cinco
repeticdes para cada grupo controle e tratamento.

ApOs esses cinco dias, coletou-se trés raizes de cada cebola, as quais foram
fixadas em solugcdo de metanol e acido acético (3:1). As raizes foram preparadas
pela reacédo de Feulgen. Passado as 24h em contato com o fixador na geladeira, as
raizes foram lavadas com agua destilada e levadas em estufa a 60°C, por 10
minutos, com 5 mL de acido cloridrico 1N a 60 °C para sofrerem a hidrdlise. Em
seguida, foram lavadas novamente com agua destilada e entdo coradas com 5 mL
do reativo de Schiff por 45 minutos no escuro. Para o preparo das laminas, foi
utilizada a regido meristematica das raizes, a qual foi macerada com orceina acética
e coberta com uma laminula (Fiskesjo, 1985).

As laminas foram analisadas utilizando o teste "cego" em microscopios de luz,
na objetiva de 40x. Foram contadas mil células de cada bulbo, totalizando cinco mil
células de cada grupo controle ou tratado, diferenciando-as de acordo com suas
fases no ciclo celular mitético (interfase, préfase, metafase, anafase e telofase).
Além disso, foram avaliadas também as células com anomalias ou alteragdes
estruturais, como: micronucleos (MN), metafases-desorganizadas, metafases
colchicinicas, metafases com aderéncia, cromossomos soltos, anafases
desorganizadas, anafases com ponte, anafases com cromossomos soltos, anafases
fragmentadas e tel6fases com ponte.

Para a determinacdo da citotoxicidade, foi realizado o calculo do indice

Mitotico (IM%) (Equacgéo 2). Os dados foram avaliados pelo teste de normalidade e



49

variancia ANOVA, seguido da analise de comparagdo de médias de Tukey (n=5,

a=0,05), por meio do programa Action Stat.

IM% = [(numero de células em divisdo)/(numero total de células analisadas)|x100 (2)

Para a determinacdo da mutagenicidade, foi realizado o calculo do indice de
Mutagenicidade (IMG%) (Equagdo 3). Os dados foram avaliados pelo teste de
normalidade e variancia ANOVA, seguido do teste de comparagdo de médias de

Tukey (n=5, a=0,05), por meio do programa Action Stat.

IMG% = [(numero de células alteradas)/(numero total de células analisadas)]x100 (3)

4.7.5 Teste de citotoxicidade do MTT com células de figado humano

O ensaio de citotoxicidade do MTT foi realizado de acordo com o protocolo
sugerido por Mosmann (1983), com modificagdes. 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 a 37 °C com 5% de COa.

Foram utilizadas placas de cultura de 96 pogos onde foram cultivadas 1x10°
células/poco. Apoés estabilizacdo por 24 horas, o meio de cultura foi descartado e
adicionado 100 yL de meio completo com os seguintes tratamentos: meio de cultivo
(controle negativo - CO-), agente citotéxico metil metanosulfonato (MMS — 150 uM),
(controle positivo - CO+) e tratamentos com as concentracbes de 1:10, 1:100 e
1:1000 (v/v, amostra/meio) das amostras filtradas de agua e sedimento do Rio
Chopim.

ApoOs 24, 48 e 72 horas de incubacéo, o tratamento foi substituido por meio de
cultura contendo de MTT (0,167 mg/mL). As placas foram incubadas por mais quatro
4 horas antes do descarte desse meio, seguido da adicdo de 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) para a solubilizagcdo dos cristais de formazan. A leitura das
absorbancias foi realizada em leitora de microplacas (Thermo Plate) a 560 nm
utilizando o espectrofotometro UV-Vis. Os resultados foram apresentados como

percentuais de viabilidade celular, estimados por meio da Equacgao 4.
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ABST )
ABSco-

VC = ( x 100 (4)

Onde:
VC = Viabilidade celular [%];
|ABS;| = Absorbancia do tratamento;

|ABS-o_| = Absorbancia do controle negativo.

A analise estatistica dos valores médios das absorbancias foi realizada pelo
teste de normalidade e varidncia ANOVA, seguida do teste de comparacdo de

meédias de Dunnet (a = 0,05; p<0,05; n = 4), por meio do programa Action Stat.

4.8 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A analise dos componentes principais foi realizada utilizando o programa Past
4.03. Para a analise estatistica e montagem de matrizes de dados os resultados das
analises fisico-quimicas, teores de metais, agroquimicos, horménios e de cada teste
ecotoxicoldgico (separadamente) foram analisados para as amostras de agua e
sedimento (separadamente). Os valores foram expressos em diagramas de
disperséao utilizando as componentes principais 1 e 2, com os valores de Eigen e os

dados das variaveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os dados das analises fisico-quimicas das amostras de agua do Rio Chopim
(Tabela 4) mostram que os parametros de turbidez e foésforo estdo dentro do
estabelecido pela Resolugcdo do CONAMA n° 357/2005 em todos os pontos de
coleta. De forma contraria, para o oxigénio dissolvido, os pontos N1, P1, P3 e P4
apresentam valores abaixo do estabelecido pela legislagdo (> 5 mg O2/L), sendo
4,250 mg O2/L, 4,960 mg O2/L, 4,120 mg O2/L e 4,380 mg O2/L, respectivamente.
Apesar dos resultados nao estarem muito abaixo do limite estabelecido pela
legislagdo, concentragdes de OD na faixa de 4 mg O2/L podem limitar a presenga de
alguns peixes, além de interferir na oxidagdo de contaminantes passiveis de serem
degradados por vias oxidativas (Armas et al., 2007). Esses valores podem estar
associados a diversos fatores, desde o indice pluviométrico até o descarte de
efluentes agricolas e domésticos, visto que ambas as atividades se fazem presentes

nessas regides da UC e, consomem grande quantidade do oxigénio disponivel.

Tabela 4 — Analises fisico-quimicas das amostras de agua do Rio Chopim no RVS-CP

CONAMA
N1 N2 N3 P1 P2 P3 P4 35712005
pH 6,20 6,10 6,58 6,78 6,63 598 578" 6,02 9,0
oD . . . . Acima de 5
(mgoy) 425 589 5,36 4,96 5,67 4,12 438 g Ol
T‘z;'?r'g)ez 012 725 615 443 332 356 221 At 100 FTU
Cor " . . . . . Até 75
(mgPtCol) 5454 175.27* 15314* 12899" 11088 12497* 9478* S,
Fosforo 44 (01 0,012 0,01 0,01 0,01 0,02  Até 0,05 mg/L
(mg/L)
Fosfato 4,5 940 0412 010  015*  o0411* o020  A€0100
(mg/L) mg/L
Nitrogénio 55 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  Até 2,18 mg/L
(mg/L)
bQo 779 6,68 3,36 7,79 6,68 779 7,79 ND
(mg O2/L)
DBOs . . .
(mg O/L) 6,59 4,32 2,12 5,97 3,99 5,95 4,46  <5mg Ol

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP;
OD: oxigénio dissolvido; DQO: demanda quimica de oxigénio; DBOs: demanda bioquimica de
oxigénio. ND: Nao definido. *Valores fora dos padrdes. **Classe 2: aguas doces.

Fonte: Autoria prépria (2024)
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O estudo realizado por Almeida et al. (2022) também apresentou
concentragcdes baixas de oxigénio dissolvido em um ponto de coleta das aguas do
Rio Pirapozinho, S&o Paulo, Brasil. Essas baixas concentracbes de OD, que
variaram entre 2,90 mgO2/L e 3,10 mgO2/L, foram justificadas com a alta presenca
de contaminantes de fésforo e nitrogénio, visto que as concentracdes elevadas
desses nutrientes estimulam o processo de eutrofizagdo no rio, aumentando
significativamente o numero de plantas aquaticas, o que, consequentemente, acaba
causando uma auséncia de peixes no local.

Resultado semelhante ocorreu para os pontos P3 e P4 do presente estudo,
que além de baixo OD apresentaram elevados teores de fésforo na forma de fosfato
(PO43). Além destes pontos, os pontos N3 e P2 também apresentaram
concentracdo de fosfato acima do estabelecido pela Resolugéo (< 0,100 mg/L).
Analisando a contribuicdo hidrolégica destes pontos de coleta (Tabela 2), que é
predominantemente de mosaico de agricultura e pastagem (N3: 51,15%, P2:
26,95%, P3: 28,49%), é provavel que o uso de fertilizantes e produtos que auxiliam
no crescimento e desenvolvimento de plantas desta regido, que tém em sua
composicao diferentes macro e micronutrientes, sendo um deles o fosforo, tenha
contribuido para o aumento do fostato nestes pontos de coleta de agua.

Corroboram com esses dados o estudo realizado por Neto et al. (2012), o
qual avaliou a balneabilidade das aguas do Balneario Veneza, pertencente a Bacia
Hidrografica do Rio Itapecuru, na cidade de Caxias, Maranhdo. Por meio das
analises dos parametros fisico-quimicos, todos os pontos estudados apresentaram
concentracdes de fosfato acima do estabelecido por lei, variando entre 0,139 mg/L
até 0,185 mg/L. Os autores reforgam que os valores elevados desse nutriente
podem acabar gerando a eutrofizagdo, visto que o aumento dele faz com que o
ecossistema produza mais do que consome, causando desequilibrio e trazendo
consequéncias para o metabolismo do ecossistema.

Em relagédo ao nitrogénio, em todos os pontos analisados, a concentracao foi
de 0,00 mg/L, estando dentro do valor maximo permitido pela legislagdo do
CONAMA n° 357/2005 (< 2,18 mg/L). No estudo de Schdninger (2020), também com
amostras de agua do Rio Chopim na regido do RVS-CP, o nitrogénio apresentou
concentragbes que variaram de 0,18 mg/L até 1,37 mg/L, mas que ainda estavam
dentro dos paradmetros permitidos por lei, indicando a interferéncia pontual de

poluigdo nos pontos de amostragem.
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Em relagcéo a cor, com exceg¢ao do ponto N1 (54,540 mg Pt Co/L), os demais
pontos apresentaram valores acima do estabelecido pela legislagdo (< 75 mg Pt
ColL), variando entre 94,785 e 175,275 mgPtCo/L. De acordo com Scorsafava et al.
(2010), esse parametro fornece evidéncias de possivel contaminagdo, como a
presenca de particulas sélidas em suspensdo, material organico e/ou inorganico,
além de uma concentragao significativa de ferro. A cor varia conforme a presencga de
substancias dissolvidas, sendo azulada quando pura, avermelhada quando rica em
ferro e amarelada quando rica em acidos humicos (Silva et al., 2021). Além disso, é
importante destacar que a cor esta diretamente relacionada a turbidez, ou seja,
quanto maiores forem os valores de cor, maiores serdo os valores de turbidez,
corroborando com os dados apresentados na Tabela 4. Isso indica que a presenca
de particulas em suspensdo, responsaveis pela turbidez, influencia no aumento da
cor. Além disso, a turbidez pode ser afetada pela presenca de areia e
microrganismos em geral, estando associada a contaminagao biolégica da agua.
Portanto, quanto maior a turbidez, maior sera o aumento da matéria organica na
agua e, consequentemente, maiores serdao as chances de contaminagdo por
parasitas e bactérias (Silveira e Lopes, 2022). Com relagdo ao uso e ocupacao do
solo da regiao de contribuicdo hidrolégica da N1 (Tabela 2), pode-se observar que é
uma regido com pouca influéncia de agricultura ou outro cultivo, como silvicultura.
Desta forma, o solo pode estar sendo pouco revolvido e assim, resultado no menor
carreamento de particulas para esta nascente do Rio Chopim e, assim, menor
turbidez e cor.

Similarmente, o estudo de Teles et al. (2022), que realizou a anadlise da
qualidade das aguas do Rio Mogi-Guagu, também apresentou valores de cor acima
do padrao de qualidade da Resolugao (entre 80,3 mg Pt Co/L e 100,6 mg Pt CollL).
Nesse caso, os autores justificaram que a cor esta diretamente relacionada com os
teores de solidos totais dissolvidos, os quais acabam indicando uma carga poluidora
nas aguas do Rio Mogi-Guagu, como decomposi¢do de matéria organica da agua,
pelas algas ou pela introdugéo de esgotos industriais e domésticos.

Quanto ao pH, apenas os pontos P3 e P4 apresentaram valores menores que
o limite permitido pela resolugao (entre 6,0 a 9,0), apresentando pHs de 5,98 e 5,78,
respectivamente. Sao inumeros os fatores que podem influenciar nesse parametro,
como fontes naturais (fotossintese, oxidagdo de matéria organica, dissolugado de

rochas, absorcao de gases da atmosfera, presencga de algas, entre outros) ou fontes
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antropogénicas (despejos domésticos, agricolas e industriais), além de poder variar
naturalmente com o decorrer do rio (Piratoba et al., 2017; Silveira e Lopes, 2022).
De modo geral, segundo Piratoba et al. (2017), em rios de aguas brancas, com
nascentes em locais montanhosas, o pH varia entre 6,2 e 7,2; ja os rios de aguas
claras, que sao os que nascem em locais de baixo relevo e carregam pouca mateéria
organica, geralmente apresentam valores que oscilam entre 4,5 e 7,8; ao passo que
0s rios de aguas pretas, caracterizados por carregarem grande quantidade de
substancias organicas dissolvidas, possuem um pH variavel entre 3,8 e 4,9. Dessa
forma, apesar de dois pontos terem apresentado valores abaixo do permitido pela
resolugao, ainda estdo dentro do esperado para os rios de aguas claras.

Com relacédo a DBOs, o qual apresenta um limite de até 5 mg O2/L para a
Classe Il de aguas doces do CONAMA (Brasil, 2005), os pontos N1, P1 e P3
também apresentaram valores acima do permitido, com valores de 6,596 mg O2/L,
5967 mg O2/L e 5,951 mg O2/L, respectivamente. Apesar das amostras nao
apresentarem valores muito extrapolados do permitido, ja € possivel identificar um
excesso de matéria organica presente nesses pontos, que geralmente sdo oriundas
das atividades agricolas, agropecuarias e despejos de efluentes domésticos
(Narciso et al.,, 2021). Os pontos P1 e P3 enquadram-se neste contexto, pois
possuem contribuicdo hidrolégica (Tabela 2) principalmente de mosaico de
agricultura e pastagem (P1: 19,35%; P3: 28,49%) e silvicultura (P1: 35,98%; P3:
20,25%). Entretanto, além dos fatores ja mencionados para o aumento da DBOs, ha
também a possibilidade da presencga de substancias de origem animal, substancias
organicas biodegradaveis (plantas em decomposi¢cdo) e produtos quimicos
organicos. Neste caso, pode ser que a N1 esteja sendo afetada pela presencga de
animais na regido, uma vez que € uma area com contribuicdo predominante de
pastagem (Tabela 2).

O estudo realizado por Schéninger (2020), que avaliou amostras coletadas na
regido dos Pontos N3, P1 a P4 do presente estudo, nos anos de 2018 e 2019, os
resultados para DBOs ficaram acima do limite da legislagdo em todos os pontos e
estacdes de coleta, chegando a atingir valores de até 99,38 mgOz2/L. Entretanto, os
altos valores de DBOs obtidos no estudo de Schoninger (2020) ndo afetaram o OD
presente na agua, diferentemente do atual trabalho, o qual teve os valores de OD
comprometidos (abaixo do permitido) nos mesmos pontos que a DBOs ultrapassou o

valor da resolugao, com excecgao de P4.
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Sobre a DQO, é conhecido como um parametro que avalia o potencial
poluidor dos efluentes domésticos e industriais, bem como seu impacto nos
ecossistemas aquaticos (Braga e Lopes, 2015). Ao analisar a tabela, é possivel
observar a presenga de matéria organica na agua, visto que as concentragbes
variam de 3,359mg O2/L a 7,792 mg O2/L. Os valores de DQO foram
significativamente discrepantes em todos os pontos de coleta na pesquisa conduzida
por Schoninger (2020), também realizada no Rio Chopim, na regido do RVS-CP,
com valores de DQO variando, em média, entre 85,62 mgO2/L e 198,96 mgO2/L. Ao
considerar a relagdo entre DQO e DBOs, constatou-se que apenas em P4 essa
relacédo foi de 1,7, seguida por 1,67 em P2. De acordo com Ferreira et al. (2012),
uma relacdo entre 1,7 e 2,4 sugere poluicdo por esgoto doméstico, enquanto que os
dejetos industriais apresentam uma variagdo mais ampla. Entdo, levando em conta
que o aumento de DBOs esta relacionado a descargas de origem organica, e DQO a
descargas de origem industrial, os resultados sugerem que a agua do P4 estq,

possivelmente, sofrendo influéncia de esgoto domeéstico.

5.2  ANALISE DE METAIS

Para as amostras de agua, somente o cobre, em todos os pontos de coleta, e
0 manganés na N2 (Tabela 5) apresentaram concentragdes acima do estabelecido
pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005. Resultado semelhante foi obtido por
Schoninger (2020), em que os pontos N3, P1 a P4 do presente estudo apresentaram
teores de cobre acima da legislacdo nas estagdes do inverso e primavera. Ao
mesmo tempo, estes pontos também ndo apresentaram os metais Pb, Cr, e Zn
acima dos limites da legislagdo nas quatro coletas realizadas. Considerando a
predominancia de pastagem, agricultura e silvicultura nos pontos de coleta do
presente estudo (Tabela 2) é de se esperar o uso de fertilizantes e agroquimicos na
regido, que possuem em suas composicdes metais, como o cobre o manganés, que
podem ter aumentado a concentracdo destes metais nas amostras de agua (Tabela
5).

O estudo de Aguillar et al. (2020), analisando a presenga de cinco tipos de
metais (Cd, Pb, Cu, Ni e Cr) nas aguas do Rio Parnaiba, Minas Gerais, confirmaram
valores acima do permitido por lei de cobre e chumbo. Os autores afirmam que tais

resultados de contaminacdo podem ter sido gerados pelo fato dessas areas serem
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de grande producdo agricola e ndo possuirem tratamento adequado de esgotos e

residuos urbanos.

Tabela 5 - Concentrag6es médias de metais das amostras de agua (mg/L) e sedimentos

(mg/kg) do Rio Chopim no RVS-CP

!Elementos Al Pb Total Cu Cr Total Mn Total Zn Total
_Agua (mg/L)

N1 <0015 <0.010 <0011* <0008 <0,009 <0011
N2 <0015 <0.010 <0011* <0008 0,1870* <0.011
N3 <0015 <0010 <0011* <0008 <0,009 <0011
P1 <0015 <0010 <0011* <0008 <0.009 <0011
P2 <0015 <0010 <0011* <0008 <0.009 <0011
P3 <0015 <0010 <0011* <0008 <0.009 <0011
P4 <0015 <0010 <0011* <0008 <0.009 <0011

CONAMA

sorta00am <0100 <0,010 <0009  <0,050 <0.100 <0180

Sedimentos (mg/kg)
N1 26'113’53 11,372 3,03 2464 105,38 28.24*
N2 6.967,068 4259 2.29 <1823 61.19 12,67*
N3 12'829’28 7.184 257 <1823 286.35 2053
P1 33'626’91 30,857 8,31 7391 339,80 4324
P2 56'729’53 17,406 6,31 5,547 1.912,395 51.84*
P3 52'420’88 25427 13,36 6.310 216,96 52,71
P4 32'910’51 32,588 10,04 3517 218,91 28,04*

CONAMA

ey ND <350 <357 <377 ND <123

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP; Al:
Aluminio; Pb: Chumbo; Cu: Cobre; Cr: Cromo; Mn: Manganés; Zn: Zinco; ND: Néo definido.
*Valores fora dos padrdes; **Valores maximos. Classe 2: aguas doces; ***Material a ser

Com

dragado em agua doce. Nivel 1.

Fonte: Autoria prépria (2024)

relacdo as amostras de sedimentos (Tabela 5), destaca-se as

concentracbes de zinco total,
estabelecidos pela Resolugdo do CONAMA n° 454/2012 (<12,3 mg/kg), variando

entre 12,67 mg/kg e 52,71 mg/kg. Este resultado corrobora com o estudo de

as quais todas ficaram acima dos padrdes

Schoninger (2020) pois, nas quatro coletas realizadas pelo autor, o teor de zinco

estava acima do limite estabelecido pela legislagdo para todos os pontos de coleta

de agua do Rio Chopim. De acordo com Bezerra, Batista e Silva (2018), elevadas

concentragdes de zinco podem ser atribuidas a sua ampla utilizagdo em fertilizantes

nas areas agricolas.
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As concentragdes de cromo total e cobre se mostraram baixas em relagao ao
permitido, assim como, as concentracbes de chumbo total, com ressalvas aos
pontos P1 (30,857 mg/kg) e P4 (32,588 mg/kg) que indicaram concentragdes
proximas ao limite maximo estabelecido (< 35 mg/kg). O estudo de Viana et al.
(2020), que analisou as concentragdes de metais no sedimento dos corregos
presentes na Microbacia do Taruma (Mato Grosso do Sul, Brasil), mostrou que todos
0s pontos apresentaram concentragdes de metais abaixo dos limites estabelecidos
pela legislagdo brasileira do CONAMA n° 454/2012, para nivel | de qualidade de
agua, no qual ha uma baixa probabilidade de efeitos adversos a biota. Entretanto, os
autores ainda afirmam que, mesmo abaixo dos limites permitidos, os metais Cd, Pb
e Cr s&o biotdéxicos, ou seja, mesmo que em pequenas proporgdes nos sedimentos,
sdo elementos ndo essenciais aos processos biolégicos, podendo causar riscos
ecoldgicos, de potencial bioconcentrador nos organismos, provocando danos
ecotoxicoldgicos para a biota aquatica.

Em relagdo ao aluminio e manganés, apesar de nao terem limites definidos,
nota-se altas concentragbes destes metais em N1, N3, P1, P3 e P4 (aluminio) e P2
(aluminio e manganés). Este resultado é bem acima do encontrado no estudo de
Barros et al. (2021), que detectaram uma concentracdo média de 3,9 mg/kg de
manganés nos sedimentos do mangue da Foz do Rio Meirim, em Maceio, Alagoas.
Entretanto, esses elementos estdo presentes nas rochas que constituem o solo do
Planalto de Palmas e, consequentemente, podem compor o sedimento naturalmente
(Alves et al., 2010).

5.3 AGROQUIMICOS

Nas amostras de aguas nao foi possivel detectar a presenga do agroquimico
2,4-D, apesar de ser o segundo agroquimico mais vendido no Brasil (Matias et al.,
2020). Esse resultado € um ponto positivo, visto que esse herbicida € comumente
encontrado em aguas de rios, como o caso do estudo de Pinheiro et al. (2012), onde
foi detectado a presenga do 2,4-D em altas concentragdes (74,5 ug L") nas aguas
superficiais da bacia do Rio Itajai, em Santa Catarina. Essa concentragdo foi
encontrada em uma regiao localizada préximo a cidades pequenas de areas rurais,
ou seja, a atividade agricola é frequente.

Os dados da Tabela 6 mostram que os pontos N1 e P4 foram os unicos que

nao indicaram presenca de nenhum tipo de agroquimico nas amostras de
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sedimentos, sendo que nos demais pontos foram detectados ao menos um tipo de
defensivo agricola. Este resultado é preocupante por se tratar de uma Unidade de
Conservagéao de Protecao Integral e, porque duas das trés nascentes avaliadas (N2
e N3) continham pelo menos um agroquimico, com destaque para a N3 que
apresentou trés deles (Tebuconazol, Trifloxistrobina e Tiametoxam). De acordo com
a Tabela 2, é possivel observar que todos os pontos que apresentaram
agroquimicos nas amostras de sedimentos possuem como area de contribuicdo
hidrologica majoritariamente agricultura e pastagem (N2, N3, P2, P3) e/ou silvicultura
(P1, P2, P3), corroborando a presenca destas moléculas nas amostras. Este
resultado ainda corrobora os dados das analises fisico-quimicas (Tabela 4), pois a
N1, que possui pouca influéncia de agricultura ou outro cultivo, apresentou os
menores valores de turbidez e cor.

Co relagao aos agroquimicos identificados nos sedimentos, o fungicida
Tebuconazol foi encontrado em trés pontos, sendo eles o N2, N3 e P3, todos na
concentracéo de 0,017 mg/kg. O fungicida Trifloxistrobina se fez presente em dois
pontos, N3 e P1, em centragdes de 0,008 mg/kg. Ja o pesticida Tiametoxam e o
fungicida Carbendazim foram observados em apenas um ponto, N3 (0,017 mg/kg) e
P2 (0,033 mg/kg), respectivamente. De acordo com Schutz et al. (2023), fungicidas e
inseticidas dos tipos estrobilurinas (caso do Trifloxistrobina), benzimidazois (caso do
Carbendazim), organofosforados, triazois (caso do Tebuconazol) e carboxamidas
sdo pulverizados em culturas de soja e batata, cultivares comuns no RVS-CP.

Entretanto, todos os agroquimicos foram identificados em concentracdes
menores que o valor maximo permitido (VMP), segundo a Portaria de Consolidagao
n° 5, de 28 de setembro de 2017 — Anexo XX, com excecdo do Tiametoxam e
Trifloxistrobina que ndo possuem valores tabelados na PCR. Apesar disso, como
destacado por Kronbauer et al. (2021), ndo é possivel garantir baixos riscos para a
saude humana e ambiental mesmo que as concentragdes tenham ficado abaixo do
limite maximo permitido de seguranga estabelecido pela legislagao brasileira atual,
uma vez que os agroquimicos tém comprovadamente efeitos agudos e cronicos, os
quais sado agravados pela constante exposi¢ao a essas substancias.

Vale destacar que ambos os fungicidas encontrados nas amostras de
sedimentos sao amplamente usados na agricultura, principalmente de cereais,
podendo causar danos a saude humana, provocando irritacées cutaneas, oculares e

respiratorias, além de serem toxicos aos microrganismos aquaticos, algas e peixes
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(Prestes, Gibbon e Lansarin, 2010; Rocha et al., 2014; Albinati et al., 2016; Singh et
al., 2016).

Tabela 6 — Agroquimicos detectados nas amostras de sedimento do Rio Chopim no RVS-CP

Pontos Agroquimicos LoD (mg/kg) LoQ (mg/kg) VMP (mg/L)
N1 nd - - -
N2 Tebuconazol 0,005 0,017 0,18
Tebuconazol 0,005 0,017 0,18
N3 Tiametoxam 0,005 0,017 ND
Trifloxistrobina 0,002 0,008 ND
P1 Trifloxistrobina 0,002 0,008 ND
P2 Carbendazim 0,010 0,033 0,12
P3 Tebuconazol 0,005 0,017 0,18
P4 nd -

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
LoD: Limite de detecgao; LoQ: Limite de quantificagao; VMP: Valor maximo permitido segundo
PRC n° 5, de 28 de setembro de 2017, Anexo XX; ND: Nao definido; nd: Nao detectado.
Fonte: Autoria propria (2024)

Nas aguas do Rio Taquari, localizado na cidade de Encantado, Rio Grande do
Sul, Brasil, foram encontradas concentragdes de agroquimicos (Kronbauer et al.,
2021). Especificamente, foram identificados o herbicida Atrazina, os inseticidas
Imidacloprido e Clorpirifés, e os fungicidas Carbendazim e Tebuconazol, os dois
ultimos também identificados no sedimento do presente estudo. A auséncia destes
agroquimicos nas amostras de agua do Rio Chopim mostram que estes ndo foram
pulverizados recentemente na regidao dos pontos de coleta. Entretanto, a presenca
deles nos sedimentos indicam que seu uso ocorreu, fazendo com que estas
moléculas tenham ficado sedimentadas com o material de fundo do Rio, podendo

ser eventualmente ressuspendidas para as aguas do Rio Chopim.

54 HORMONIOS

A quantificagdo dos horménios E1, E2, EE2 e E3 nas amostras de aguas do
Rio Chopim estdo apresentadas na Tabela 7. Em relagdo aos resultados obtidos
somente nas nascentes N1 e N2 foi detectada a presenca dos horménios estrona
(N1: 0,805 mg/L, N2: 0,021 mg/L) e etinilestradiol (N1: 0,099 mg/L). A presenca
desses estrégenos pode estar indicando uma sobrecarga de efluentes domésticos
nessas nascentes, além de possivelmente existirem areas com criagdo de animais
localizados nas proximidades, causando a lixiviagao de esterco animal ao corpo

hidrico. De acordo com os dados da Tabela 2, estas nascentes possuem
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contribuicdo hidrolégica predominante de pastagem (N1: 76% de pastagem e
19,87% de mosaico de agricultura e pastagem; N2: 81,89% mosaico de agricultura e
pastagem), o que corrobora com a presenga de animais na regido e,
consequentemente, o aumento nos hormoénios estrogenos E1 e E2 nas amostras em

questéo.

Tabela 7 — Concentragdes (mg/L) de horménios estrogenos detectados nas amostras de aguas
do Rio Chopim no RVS-CP

N1 N2 N3 Pl P2 P3 P4
Estrona (E1) 0,805 0,021 0 0 0 0 0
Estradiol (E2) 0 0 0 0 0 0 0
Etinilestradiol (EE2) 0,099 0 0 0 0 0 0
Estriol (E3) 0 0 0 0 0 0 0

N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
Fonte: Autoria prépria (2024)

No estudo realizado por Andrade, Ferreira e Souza (2020), o qual teve por
finalidade determinar concentragbes de contaminantes emergentes nas aguas do
Rio Barigui, localizado no municipio de Curitiba, Parana, foi confirmado a presenga
de cafeina e hormdnios sexuais nos quatro pontos de coleta avaliados, incluindo os
também identificados no presente (etinilestradiol: 0,18 pg/L e 168,8 pg/L, estrona:
0,098821 pg/L e 21,8 ug/L).

5.5 TESTES DE TOXICIDADE
5.5.1 Artemia salina L.

Os resultados do teste de imobilidade/mortalidade utilizando o microcrustaceo
Artemia salina (Tabela 8) mostram que todas as amostras de agua, nas diferentes
concentragbes avaliadas, ndo apresentaram efeito toxico ao organismo teste, com
taxas de sobrevivéncia proximas a 100% (Figura 9). Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Mendes et al. (2011), analisando a qualidade das aguas
do Rio Marombas (Santa Catarina, Brasil), em que também foi constatada a
presenga de agroquimicos (caso dos pontos N2, N3, P1, P2 e P3 do presente
estudo), mas auséncia de toxicidade para A. salina (como todos os pontos avaliados
do presente trabalho). Restrepo et al. (2019) também realizou um estudo similar ao
avaliar a qualidade das aguas do Rio da Trincheira, localizado no municipio de

Francisco Beltrdo, Parana, Brasil, através de analises fisico-quimicas e bioensaios.
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As analises fisico-quimicas também apresentaram alteragbes em alguns parametros
como DBOs e OD (semelhante aos pontos N1, P1, P3, P4), mas o teste de
imobilidade/mortalidade com o microcrustaceo também nao indicou toxicidade em

nenhum ponto coletado do Rio da Trincheira.

Figura 9 — Taxa de sobrevivéncia das A. salina dos grupos controle e tratados com as
amostras de agua do Rio Chopim, pelo ensaio de imobilidade/mortalidade
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N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)

As amostras de sedimentos apresentaram resultados semelhantes aos das
amostras de agua, com excegao da concentracao de 100% da N1. Para este ponto,
nesta concentragdo, houve um numero médio estatisticamente maior e significativo
de organismos mortos/iméveis em comparagao aos controles negativos, com taxa de
sobrevivéncia proxima a 70% (Figura 10). Sabe-se que o grau de tolerancia dos
organismos é reduzido e especifico em relacdo a fatores ambientais, de forma que
eles apresentam uma resposta clara a pequenas variagdes na qualidade do
ambiente (Abel, 1989). A analise de componentes principais (Figura 11-A) indica
correlacao positiva da taxa de mortalidade da A. salina com a concentragao do metal
manganés e o agroquimico Carbendazim.

Este resultado corrobora com o estudo de Dias et al. (2019) pois, avaliando as

aguas do parque tecnoldogico Vandeci Rack em Ji-Parana, Rondénia, também
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confirmaram toxicidade de uma nascente para A. salina, assim como, 0 manganés

apresentava-se um pouco elevado.

Figura 10 — Taxa de sobrevivéncia das A. salina dos grupos controle e tratados com as
amostras de sedimento do Rio Chopim, pelo ensaio de imobilidade/mortalidade
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N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim;
P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP;
P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)
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Figura 11 — Analise de componentes principais (PCA) das amostras de sedimento do Rio
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Fonte: Autoria prépria (2024)

5.5.2 Eisenia fetida

O resultado da distribuicdo dos organismos Eisenia fetida nos grupos controle
negativo (CO-) e positivo (CO+) e das amostras de aguas e sedimentos (N1, N2, N3,

P1, P2, P3 e P4) estdo representados nas Figuras 12 e 13, respectivamente. E
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possivel observar que as minhocas se distribuiram de maneira satisfatéria nos solos

CO-, em uma proporcao de 50% para cada lado nas amostras de aguas e 40%-60%

nas amostras de sedimentos. De acordo com a norma ISO 17512-1 (2011), a taxa

de distribuicdo de minhocas no controle negativo deve estar compreendida entre

40% e 60%, sendo possivel validar o teste.

Figura 12 — Namero médio e desvio-padrao das E. fetida distribuidas nos solos controle (CO- e

CO+) e nas amostras de agua dos diferentes pontos do Rio Chopim
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Figura 13 — Numero médio e desvio-padrao das E. fetida distribuidas nos solos controle (CO- e
CO+) e nas amostras de sedimentos dos diferentes pontos do Rio Chopim
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CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
Fonte: Autoria prépria (2024)
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A porcentagem de fuga das minhocas expostas as amostras de agua (Figura
14) indica que apenas o ponto N2 apresentou esse comportamento de fuga,
expressando um evitamento de 40% dos organismos. Além disso, € possivel
constatar que para os demais pontos, além de ndo terem apresentado taxas de fuga,
a maioria das minhocas apresentaram preferéncia pelo solo teste (Figura 12), sendo
representado como taxa de fuga de 0%. Esses resultados corroboram com o
apresentado por Schutz et al. (2021), os quais também analisaram amostras das
aguas do Rio Chopim, situado dentro do RVS-CP. No referido estudo, foram
identificadas fugas negativas nos pontos P1, P2, P4 e P5, que correspondem aos
mesmos locais analisados nesse trabalho, designados como N3, P1, P3 e P4,

respectivamente.

Figura 14 — Taxa de fuga das E. fetida expostas as amostras de agua do Rio Chopim
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CO+: Controle positivo; N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3:
Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio

Chopim fora do RVS-CP.
Fonte: Autoria prépria (2024)

A PCA (Figura 1-B5) indica correlagao positiva do comportamento de fuga das
minhocas com a concentracdo do metal manganés total e com os parametros
turbidez, pH, OD e cor. Além disso, esse comportamento dos organismos nas aguas
do ponto N2 pode ser justificado pela presenga do horménio estrona (E1 — 0,021
mg/L) e, novamente, da concentragdo de manganés (0,1870 mg/L,) que apesar de
estar dentro dos limites permitidos, € maior que os demais pontos do Rio Chopim
(Tabela 5). Estes compostos isolados ou em combinagdo podem ter resultado em

maior estresse para as minhocas e o efeito de fuga observado neste estudo.
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Corrobora com o presente estudo o trabalho de Kuperman et al. (2004), em
que o manganés foi toxico para a mesma espécie de minhoca do presente estudo
(E. fetida) em termos de produgdo de casulo. Reinecke e Reinecke (1996) também
comprovaram que minhocas da espécie E. fetida expostas a manganés crescem

mais lentamente, amadureceram mais tarde e produzem menos ou nenhum casulo.

Figura 15 — Analise de componentes principais (PCA) das amostras de agua do Rio Chopim
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Demanda Quimica de Oxigénio; Mn Total: Manganés Total; E1: Horménio Estrona; EE2:
Hormonio 17a-etinilestradiol; IM: indice Mitético; IMG: indice Mutagénico.
Fonte: Autoria prépria (2024)

Ja para as amostras de sedimentos (Figura 16), as minhocas apresentaram
taxas de fuga nos pontos N2, N3, P1 e P2. Os pontos das nascentes, N2 e N3,
apresentaram uma taxa de fuga de somente 10%. Entretanto, o ponto P2

apresentou taxa de 90% e o ponto P1 de 100%, sendo diferentes estatisticamente
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do controle negativo pela Prova Exata de Fischer. Estes pontos foram toxicos de
acordo com a ISO (2008), visto que o solo é considerado toxico quando mais de
80% dos organismos expostos preferem o solo controle, ou seja, quando os
organismos apresentam uma taxa de fuga acima de 60%. Acredita-se que a esquiva
das minhocas aos pontos P1 e P2 possam estar relacionadas com as altas
concentracbes de metais, principalmente em P2, que apresentou as maiores
concentragdes de Al (56.729,533 mg/kg) e Mn (1.912,395 mg/kg), e a segunda maior
concentracdo de Zn (51,84 mg/kg), o qual extrapola os limites permitidos pela

legislagao.

Figura 16 — Taxa de fuga das E. fetida expostas as amostras de sedimento do Rio Chopim
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CO+: Controle positivo; N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3:
Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio

Chopim fora do RVS-CP.
*Resultado estatisticamente significativo pela Prova exata de Fischer (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)

Ademais, a PCA apresentou correlacdo positiva com o agroquimico
Tiametoxam e Trifloxistrobina (Figura 11-B), indicando que o comportamento de fuga
possa também estar relacionado a sensibilidade do organismo a esses principios
ativos. Corrobora com essa informacao o que foi apresentado no estudo de Fieira et
al. (2019), que comprovaram a taxa de fuga das minhocas expostas a efluentes
contendo tiametoxam. Um estudo semelhante, conduzido por Teles et al. (2024),
também comprovou comportamento de fuga das minhocas expostas a efluentes
contendo tiametoxan. Somado a isso, ainda constataram toxicidade aguda pela

mortalidade das minhocas.
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Os resultados do presente estudo ainda corroboram também com os dados
de Wu et al. (2021) que comprovaram que o fungicida trifloxistrobina pode induzir
estresse oxidativo e danos ao DNA de minhocas da espécie E. fetida. Ja Liu et al.
(2020) mostraram que este fungicida e seu metabolico acido trifloxistrobina alteram a
via ribossémica e lisossdmica das minhocas, afetando também a sintese e protedlise

das mesmas.

5.5.3 Allium cepa L.

Os resultados do teste de citotoxicidade das células meristematicas de A.
cepa expostas as amostras de agua e sedimento coletadas do Rio Chopim estao
ilustrados nas Figuras 17 e 18, respectivamente. Ambos os testes ndo revelaram
diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo para os

indices mitoéticos.

Figura 17 — indices mitéticos (IM%) das A. cepa expostas as amostras de agua do Rio Chopim
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CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente
2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP. Médias seguidas pela mesma letra ndao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autoria propria (2024).

Vale a ressalva que o indice mitético (IM%) € um importante biomarcador
utilizado em testes de biomonitoramento ambiental para avaliar o nivel de
citotoxicidade de compostos. Ele mede a proporcdo de células em divisdo nas

diversas fases do ciclo celular e serve como indicador de proliferagao celular. Tanto
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0 aumento quanto a diminuicdo desse indice s&o indicativos de citotoxicidade: o
aumento sugere desordem celular ao estimular a multiplicacdo das divisdes
celulares, enquanto a redugao indica danos no DNA, levando a interrupgéo do ciclo
celular na tentativa de reparo (Mercado e Calefio, 2020; Pavan et al., 2020). Assim,
embora algumas amostras tenham demonstrado efeitos ecotoxicolégicos em outros
bioindicadores e parametros fisico-quimicos alterados, ndo houve impacto nessas

células vegetais como bioindicador.

Figura 18 — indices mitéticos (IM%) das A. cepa expostas as amostras de sedimento do Rio
10
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Grupos
Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)

IM (%)

Em contrapartida, o indice mutagénico (IMG%) avalia o potencial genotoxico
das amostras, analisando a presencga de aberracdes cromossdmicas e a formacao
de micronucleos nas células da ponta da raiz de A. cepa. No presente estudo
observou-se que, para as amostras de agua (Figura 19), apenas o P2 nao
apresentou efeito mutagénico para este bioindicador, enquanto que, para as
amostras de sedimentos (Figura 20), todos os pontos analisados foram
mutagénicos, com indices de mutagenicidade estatisticamente diferentes dos do
controle negativo.

No estudo conduzido por Schutz et al. (2021), que investigaram o indice

mutagénico das raizes de A. cepa expostas as amostras de agua do Rio Chopim,
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situado dentro do RVS-CP, somente o Ponto 4 (P3 neste trabalho) apresentou efeito
mutagénico. Este ponto € especialmente relevante pois esta proximo a uma area
habitada, caracterizada por pastagens, campos nativos e mata ciliar, além de estar
proximo aos limites do Refugio. Essa proximidade pode estar sendo uma fonte
potencial de poluicdo para toda a bacia do Rio Chopim, localizada dentro do RVS-
CP, visto que esse ponto acaba contribuindo hidrologicamente com todos os demais
pontos e nascentes analisados nesse estudo, como € possivel ver na Figura 8.

A PCA das amostras de agua (Figura 15-C) revelou correlagdo positiva do
indice de mutagenicidade com os parametros pH, oxigénio dissolvido e
concentracdo de manganés. Semelhantemente, Oliveira, Voltolini e Barbério (2011),
analisando as aguas do rio Paraiba do Sul em Tremembé, Sdo Paulo, também pelo
teste com A. cepa, néo identificaram efeito citotdxico das aguas analisadas,
entretanto, comprovaram efeito mutagénico das mesmas e concentragdes acima dos
limites da legislacdo de aluminio dissolvido, ferro dissolvido, fosforo total, manganés

total, oxigénio dissolvido e E. coli termotolerante.

Figura 19 — indices de mutagenicidade (IMG%) das A. cepa expostas as amostras de aguas do
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2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)
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Figura 20 — indices de mutagenicidade (IMG%) das A. cepa expostas as amostras de

2 a
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Chopim; N2: Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio
Chopim dentro do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autoria propria (2024)
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Figura 21 - Diferentes fases mitéticas de A. cepa expostas as amostras de agua e sedimento
o Rio Cj_\ggi,n'l
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Metafase com anomalia; H: Anafase com anomalia; I: Microntcleo.

Fonte: Autoria prépria (2024)

A PCA das amostras de sedimentos (Figura 11-C) mostrou correlagéo positiva
do IMG% com o chumbo total e o fungicida Tebuconazol. Semelhantemente,
Bernardes et al. (2015), Macar (2021) e Solano e Andrioli (2024) comprovaram a
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genotoxicidade do fungicida Tebuconazol, pelo aumento os escores de
micronucleos, aberragdes cromossdmicas e nucleares de A. cepa. Com relagdo ao
chumbo, os trabalhos de Arya, Basu e Mukherjee (2013) e Lerda (1992) mostraram
que a exposicao da A. cepa ao Pb causou aumento das aberracdes cromossémicas,
da fragmentacdo do DNA e da frequéncia de micronucleos, assim como, aumento
das enzimas oxidativas guaiacol peroxidase, catalase e do malonaldeido, um
indicador de peroxidacéo lipidica.

Foram identificadas no presente estudo células com irregularidades em
diferentes estagios da divisdo celular, em todos os pontos de coleta de agua e
sedimento, conforme representado na Figura 21 e detalhado na Tabela 8. Na
profase, foram observadas anomalias, incluindo cromossomos isolados (Figura 21-
F). Na fase da metafase (Figura 21-G), constatou-se a auséncia da formagao da
regido equatorial, indicando uma organizacdo inadequada dos cromossomos. Na
anafase, foram registradas formacdées de pontes (Figura 21-H), indicando uma
separagao incorreta das cromatides-irmas. Além disso, observou-se uma
consideravel presenga de micronucleos (Figura 21-l), resultantes da fragmentacéo
do cromossomo, o qual acaba formando um pequeno nucleo proximo ao nucleo
original da célula.

Um comportamento semelhante foi observado no estudo conduzido por
Sieklicki et al. (2019), no qual foi investigada a influéncia do uso e ocupacéo do solo
urbano e periurbano na qualidade da agua do Rio das Antas, localizado no municipio
de Irati — PR. O estudo analisou os possiveis efeitos genotdxicos em trés pontos de
coleta, aplicando o teste de citotoxicidade e mutagenicidade com Allium cepa. Os
resultados revelaram a presenca de anormalidades cromossOmicas em todas as
fases da mitose nas células meristematicas, indicando o potencial genotdxico das
amostras em todos os pontos de coleta. Dentre as anormalidades cromossémicas
observadas estavam pontes e aderéncias cromossdmicas, Cromossomos
inconclusivos na placa equatorial da célula, fragmentos cromossémicos, aumento
precoce de cromossomos ou cromossomos retardadores, resultando na formagao de

micronucleos.
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Tabela 8 — Tipos, numeros, total de alteragoes e indice de mutagenicidade (IMG%) obtidos para
os grupos controle negativo (CO-), positivo (CO+) e branco (COB) e os grupos tratados com as
amostras de aguas e sedimentos do Rio Chopim

Tratamento PA MA AA TA MN Total de alteragdes IMG (%)
CO- 3 1 1 0 17 22 0,44c
CO+ 18 3 1 0 49 71 1,42a
_Aguas
N1 9 11 8 0 28 56 1,12ab
N2 8 5 1 0 47 61 1,22ab
N3 3 4 4 0 56 67 1,34a
P1 4 9 0 0 49 62 1,24ab
P2 2 5 1 0 29 37 0,74bc
P3 3 5 0 0 61 69 1,38a
P4 4 5 5 0 45 59 1,18ab
Sedimentos
COB 3 3 1 0 41 48 0,96b
N1 0 7 5 0 20 32 0,84b
N2 4 8 6 0 74 92 1,84a
N3 6 2 4 0 45 57 1,14ab
P1 2 6 1 0 50 59 1,18ab
P2 3 3 2 0 14 22 0,44b
P3 2 5 0 0 52 59 1,18ab
P4 4 7 5 0 41 57 1,14ab

PA: Préfase com anomalia; MA: Metafase com anomalia; AA: Anafase com anomalia; TA:
Teléfase com anomalia; MN: Micronucleo; IMG: indice de mutagenicidade; CO-: Controle
negativo; CO+: Controle positivo; COB: Controle branco; N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2:
Nascente 2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro
do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro
do RVS-CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2024)

A constatacdo de efeitos genotoxicos nessas amostras destaca a
necessidade vital de monitorar essas substancias quimicas e seus impactos nos
organismos vivos. As alteragdes observadas em nivel molecular afetaram
diretamente o material genético das amostras analisadas. As plantas possuem
mecanismos de defesa que podem ser comprometidos quando expostas a situagoes
de estresse ambiental, portanto, o uso excessivo e inadequado de defensivos, além
de ndo garantir a eliminagdo das pragas, pode resultar no surgimento de doengas
nas plantas (Pavan et al., 2020). Assim, a combinagdo dos compostos identificados
nas amostras pode prejudicar as raizes, causando alteragdes radiculares e ate

mesmo a morte prematura das plantas.

5.5.4 Cultura
A viabilidade celular (VC) das células de figado humano (HuH7.5) expostas as
amostras de agua e sedimento do Rio Chopim, estao representadas nas Figuras 22

e 23, respectivamente, e na Tabela 9.
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Tabela 9 — Percentual de viabilidade de células (VC) HuH7.5 tratadas com as amostras de agua
e sedimento do Rio Chopim por 24 h, 48 h e 72 h, pelo teste do MTT

Grupos Agua Sedimento
24h 48h 72h 24h 48h 72h
CO- 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
CO+ 62,41* 47,01* 30,24* 12,92* 48,13 0,00*
N1 [1:10] 101,51 97,61 103,24 225,21* 77,26 81,30
N1 [1:100] 104,12 148,15* 103,87 109,75 92,56 85,06
N1 [1:1000] 93,97 108,55 91,30 95,66 80,65 79,10
N2 [1:10] 94,97 94,80 91,13 301,69* 84,29 103,06
N2 [1:100] 115,18 125,18 109,49 96,08 91,78 97,74
N2 [1:1000] 120,00 100,72 124,62 95,55 84,24 86,03
N3 [1:10] 92,86 111,18 112,53 84,32 88,24 85,81
N3 [1:100] 87,74 110,89 98,18 93,50 74,40 83,99
N3 [1:1000] 113,27 101,75 113,60 90,78 83,77 85,49
P1[1:10] 79,20 109,93 88,81 81,04 73,83 83,23
P1[1:100] 98,19 135,83 105,22 102,26 77,42 89,20
P1[1:1000] 102,01 121,47 85,37 86,76 81,63 80,44
P2 [1:10] 89,25 112,12 90,06 77,65 69,04 76,95
P2 [1:100] 83,75 130,44 88,04 145,34 76,64 90,06
P2 [1:1000] 86,13 121,65 89,88 85,17 90,01 85,76
P3[1:10] 89,52* 130,26 98,30 130,93 75,86 73,72
P3[1:100] 133,87 68,34 102,63 100,53 91,83 71,90
P3[1:1000] 89,65 106,14 104,17 89,30 90,32 79,20
P4 [1:10] 102,24 89,00 105,93 130,19 80,19 70,39
P4 [1:100] 99,90 127,39 99,05 85,81 144,22 76,73
P4 [1:1000] 103,22 124,58 104,43 118,01 84,18 86,19

CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; N1: Nascente 1 do Rio Chopim; N2: Nascente
2 do Rio Chopim; N3: Nascente 3 do Rio Chopim; P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-
CP; P4: Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.

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

Para as amostras de agua, a analise estatistica mostrou que somente a
concentracédo de 1:10 do P3, no tempo de 24 h, e a concentracdo de 1:100 da N1,
no tempo de 48 h, apresentaram absorbancias médias diferentes das do controle
negativo (Figura 22). No caso do P3, a viabilidade celular foi reduzida para 89,52%,
com indicativo de citotoxicidade. E relevante destacar que P3 apresentou valores de
pH (5,98), oxigénio dissolvido (4,12 mgO2/L), cor (124,96 mgPtCo/L), fosfato (0,11
mg/L) e demanda bioquimica de oxigénio (5,95 mgO2/L) fora dos limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 para a Classe 2 de aguas
doces (BRASIL, 2005). Inclusive, a PCA (Figura 15-D) expressou correlagao positiva
da absorbancia média da concentragdo de 1:10 do tempo de 24 horas com o fosforo
e o fosfato.

Trintinaglia et al. (2015), avaliando a citotoxicidade das aguas do Rio Rolante
pelo teste do MTT com cultura de células de figado humano (HepG2), também

identificaram efeito citotéxico de diferentes concentragcbes avaliadas. Os autores
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justificam este efeito a baixa qualidade da agua desta bacia, em especial devido a
atividade agroindustrial. Neste caso, vale destacar que o P3 do presente estudo
além possui contribuicdo hidrolégica predominante de silvicultura, agricultura e
pastagem.

No caso da N1, o padrao de resposta foi diferente, apresentando atividade
proliferativa com aumento da viabilidade celular de 104,12% (24 h) para 148,15%
(48 h), indicando potencial téxico pelo estimulo das divisbes celulares. Esse
aumento momentaneo pode ter sido desencadeado pelo estresse provocado pela
presenca dos horménios estrona (E1 — 0,805 mg/L) e etinilestradiol (EE2 — 0,099
mg/L), e pelos parametros de oxigénio dissolvido (4,25 mgO2/L) e demanda
bioquimica de oxigénio (6,59 mgOz2/L), visto que ambos estdo fora dos limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005. Inclusive a PCA (Figura 11-D)
indicou correlagao positiva das absorbancias médias da concentracdo de 1:100 do
tempo de 48 horas com a DBO e DQO e com os horménios E1 e EE2 (Figura 11-D).
Por se tratar de células humanas, € possivel que a presenca destes hormdnios
estrégenos (E1 e EE2) tenham promovido o crescimento celular por estimular a
liberagao de fatores de crescimento tumorais e semelhante a insulina e pela inibigao
de fatores de crescimento tumorais, como observado por Norman e Litwack (1997).
Nunes (2015) também verificou que o 17B-estradiol induziu aumento do crescimento,
da proliferacédo e da viabilidade celular mamaria humana.

Com relacdo as células HuH7.5 tratadas com diferentes concentragcdes das
amostras de sedimentos do Rio Chopim, observou-se que a concentracdo de 1:10
das amostras das nascentes 1 e 2 apresentou absorbancias médias estatisticamente
maiores e diferentes do controle negativo, apdés 24 h (Figura 23). As viabilidades
celulares foram de 225,21% para N1 e 301,69% para N2. Como mencionado
anteriormente, esse aumento na proliferagao celular pode ser atribuido ao estresse
causado pela exposi¢cao dessas células aos poluentes, visto que as amostras de
sedimentos das nascentes demonstraram um teor elevado de zinco (N1 e N2),
ultrapassando os limites estabelecidos pela legislagdo do CONAMA n° 454/2012
(BRASIL, 2012), além da deteccdo do pesticida Tebuconazol (N2) e elevada
presenca de aluminio (N1).
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Figura 22 — Absorbancias médias de células HuH7.5 tratadas com as amostras de aguas do Rio Chopim, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT
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Figura 23 — Absorbancias médias de células HuH7.5 tratadas com as amostras de sedimentos do Rio Chopim, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do
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P1: Ponto 1 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P2: Ponto 2 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P3: Ponto 3 do Rio Chopim dentro do RVS-CP; P4:
Ponto 4 do Rio Chopim fora do RVS-CP.

*Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria (2024)
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo destacam a importancia e relevancia do
biomonitoramento das aguas e dos sedimentos do Rio Chopim, dentro da unidade
de conservacao Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas e no seu entorno,
principalmente pelos efeitos toxicos, citotdoxicos e mutagénicos observados.

Os dados apresentados no trabalho identificaram que todas as amostras de
agua coletadas apresentaram ao menos um parametro fisico-quimico alterado, ou
seja, fora dos limites estabelecidos pela Resolugdo do CONAMA n° 357/2005. Com
excegao dos parametros turbidez, fésforo e nitrogénio, os demais parametros
analisados (pH, oxigénio dissolvido, cor, fosfato e demanda bioquimica de oxigénio)
apresentaram valores que ndo se adequaram a Resolucao.

Quanto a concentragdo dos metais presentes nas amostras de aguas,
somente o cobre, em todos os pontos de coleta, e 0 manganés na N2 apresentaram
concentragdes fora dos limites estabelecido pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005.
Diferente para as amostras de sedimentos, as quais apresentaram, em todos os
pontos, concentragdes de zinco acima do permitido pela legislagdo do CONAMA n°
454/2012. E, apesar do aluminio nao estar quantificado na Resolugéo, é o metal que
apresenta as concentragdes mais elevadas quando comparado com os demais. N
na quantificagdo de horménios, apenas os horménios estrona (E1), nas nascentes 1
e 2, e etinilestradiol (EE2), na nascente 1, foram detectados.

Com relagdo a ecotoxicidade, todos os bioindicadores utilizados
apresentaram comportamento que indicam toxicidade em pelo menos um ponto. Os
resultados do teste de imobilidade/mortalidade utilizando o microcrustaceo A. salina
mostram que todas as amostras de agua, nas diferentes concentragdes avaliadas,
nao apresentaram efeito toxico ao organismo teste, com taxas de sobrevivéncia
proximas a 100%. Similarmente para as amostras de sedimentos, as apresentaram
resultados semelhantes aos das amostras de agua, com exceg¢ao da concentragao
de 100% da N1.

O bioindicador vegetal (A. cepa) apresentou niveis de mutagenicidade em
todos os pontos para as amostras de sedimentos, assim como para as amostras de
agua, com excegado do P2. Ao contrario disso, o indice mitético ndo apresentou

comportamento citotoxico em nenhuma das amostras de agua e sedimento.
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Ja as minhocas (E. fetida) apresentaram um comportamento de toxicidade
menor, visto que para as amostras de agua presenciou-se a fuga apenas na N2,
enquanto que para as amostras de sedimento, nas nascentes 2 e 3 e nos pontos 1 e
2. Por fim, a cultura de célula humana (Huh7.5) apresentou niveis de citotoxicidade
nas amostras de aguas na N1 e no P3, e nas amostras de sedimentos, nas
nascentes 1 e 2.

Desta forma, ressalta-se a necessidade da implementacdo de agdes mais
efetivas de conservagdo ambiental nessa UC de Protecado Integral. Além disso, um
destaque para as nascentes, principalmente as N2 e N3, que apresentaram efeitos
citotoxicos e mutagénicos em praticamente todos os bioindicadores, as quais
apontam necessidade de maiores cuidados e protecao, visto que sdo nascentes e
afetam diretamente na qualidade das aguas do Rio Chopim.

Com isso, os resultados mostraram que a combinac¢ao de bioindicadores junto
com as analises fisicas, quimicas, de metais, agroquimicos e hormodnios sao
importantes para potencializar a visibilidade dos impactos dos diferentes usos e
ocupacgodes de solo nesta UC, tanto nas aguas quanto nos sedimentos. Além disso,
destacam a relevancia do monitoramento periédico e diversificado dentro de UCs,
em especial, as de Protecao Integral como o RVS-CP.

A preservagdao ambiental das unidades de conservagdo, em especial o
Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas, transcende a mera manutengéo
de uma éarea de beleza cénica singular, que abriga fragmentos da Mata Atlantica e
representa um dos biomas mais ameagados do pais. E crucial controlar as
atividades e conservar os recursos naturais na bacia hidrografica do Rio Chopim,
desde sua nascente, para garantir o desenvolvimento da biodiversidade e a
qualidade da agua. Esta ultima esta diretamente ligada a saude da populagéo que

dela depende para consumo.
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