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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da poluigdo por substancias antropicas nas aguas dos Rios de Francisco
Beltréo-PR, usando o teste do micronucleo com girinos de ra-touro. As amostras de agua foram coletadas
apos um evento chuvoso, que aumentou a vazao dos rios. O estudo também correlacionou esses efeitos
com os dados fisico-quimicos das amostras. As alteragdes nucleares encontradas nas células indicam um
efeito citotdxico e estes resultados possuem correlagdo positiva pela analise de componentes principais
(PCA) com a turbidez das aguas dos rios avaliados. Além disso, a presenga de micronucleos em maior
frequéncia sugere um efeito mutagénico, aumentando o risco de danos ao material genético das células dos
anfibios. A PCA mostrou uma correlagao positiva entre a frequéncia de micronucleos e a concentragdo do
herbicida 2,4-D e dos hormdnios estrogenos nas amostras. Diante desse cenario, € imprescindivel que se
adotem medidas de controle e regulacdo desses poluentes, para garantir a sustentabilidade ambiental dos
Rios de Francisco Beltrdo e mitigar os impactos negativos sobre a biodiversidade e a saude humana.
PALAVRAS-CHAVE: Analise de Componentes Principais; Rio Marrecas; Rio Lonqueador; Rio Urutago.

ABSTRACT

This study evaluated the effects of pollution by anthropogenic substances in the waters of the rivers of
Francisco Beltrdo-PR, using the micronucleus test with bullfrog tadpoles. The water samples were collected
after a rainy event, which increased river flow. The study also correlated these effects with physical-chemical
data from the samples. The nuclear changes found in the cells indicate a cytotoxic effect and these results
have a positive correlation by principal component analysis (PCA) with the turbidity of the waters of the rivers
evaluated. Furthermore, the presence of micronuclei in greater frequency suggests a mutagenic effect,
increasing the risk of damage to the genetic material of amphibian cells. PCA showed a positive correlation
between the frequency of micronuclei and the concentration of 2,4-D herbicide and estrogen hormones in
the samples. Given this scenario, it is essential to adopt measures to control and regulate these pollutants,
to guarantee the environmental sustainability of the Francisco Beltrdo Rivers and mitigate the negative
impacts on biodiversity and human health.
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O rio Marrecas, no sudoeste paranaense, sofre com a poluicdo por substancias
quimicas de diversas fontes, como industrias, esgotos e atividades agricolas (BIGUELINI,
2012). Esses contaminantes afetam a qualidade da agua e a biodiversidade do meio
aquatico (KHANAL et al., 2019). Para avaliar os impactos da poluicdo, o uso de
bioindicadores é uma ferramenta util (WASHINGTON, 1984).

Anfibios sdo exemplos de bioindicadores, pois sdo sensiveis a varios parametros
ambientais e tém pele semipermeavel que facilita a entrada de substancias nocivas
(WELLS, 1977). O teste do micronucleo é um método comum para avaliar a
genotoxicidade (DAS e NANDA, 1986).

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos e mutagénicos, pelo
teste do micronucleo com girinos de ra-touro, das aguas do Rio Marrecas, da foz do Rio
Lonqueador e Urutago, e da agua tratada pela Estacéo de Tratamento de Agua (ETA) do
municipio de Francisco Beltrdo-PR, apés um grande evento chuvoso. Além disso, o
estudo buscou correlacionar esses efeitos com os dados fisico-quimicos das amostras
avaliadas.

METODOLOGIA

Foi realizada a coleta de amostras de agua no dia 19 de agosto de 2022, quando o
Rio Marrecas se encontrava com vazdo de 254,12 m®/s.

Do Rio Marrecas foram coletadas amostras em 5 pontos ao longo do seu percurso
(1, 2, 3, 6 e 7). O ponto 1 encontra-se antes do local de captagdo da agua do Rio pela
Estacdo de Tratamento de Agua do municipio. O ponto 2 localiza-se sob a ponte na
Avenida Duque de Caxias. O ponto 3 localiza-se sob a ponte na Avenida General Osorio,
no bairro Cango. O ponto 6 localiza-se sob a ponte da rodovia Olivo Zanella. O ponto 7
situa-se no bairro Padre Ulrico, apds a foz do tunel de canalizagdo do Rio Urutago (Figura

1).

O ponto 4 foi coletado na ponte do Arrudao, antes da foz do Lonqueador. E, o
ponto 5 se encontra dentro do Parque de Exposigbes, tratando-se das aguas do rio
Urutago que desagua no rio Marrecas. Também foi coletada uma amostra de agua
residencial (ponto 8).

O teste do micronucleo e outras alteragdes nucleares em sangue de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus) foi utilizado para avaliar a mutagenicidade e a
citotoxicidade das amostras. A metodologia seguiu os critérios adaptados de Gauthier et
al. (2004) e Goncalves et al. (2015).

Os girinos foram obtidos de uma fonte comercial, no estagio entre 26 e 30 de
Gosner. O projeto tem aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Protocolo 19.473.178-7). A sobrevivéncia dos girinos foi
registrada a cada 24 horas. Os dados de mortalidade foram expressos em porcentagem
de animais mortos no final do tratamento.

Os girinos foram aclimatados por sete dias em aquarios, cada um com cinco litros de
agua filtrada. Depois, foram distribuidos em grupos de cinco individuos por aquario, com
cinco litros de uma das oito amostras de agua ou de agua filtrada (controle negativo). O
experimento crénico durou 14 dias, durante os quais os girinos foram mantidos em
solugcbes controle e tratamento, sob temperatura de 22 + 2 °C, aeragao continua e
alimentagdo com ragao para peixes a cada dois dias. Apos esse periodo, os girinos foram
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anestesiados, em seguida, realizou-se uma incisao na veia caudal para coletar o sangue
e preparar esfregagcos. As laminas foram examinadas contando-se 1000 eritrocitos por
girino. Calcularam-se o numero médio e a porcentagem de micronucleos e de alteragoes
nucleares em cada grupo controle e tratado.

Figura 1 - Localizagao do Rio Marrecas e dos pontos de coleta.
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Fonte: Autoria propria (2023).

O teste de normalidade e o teste de varidancia ANOVA indicaram o uso do teste de
Kruskal-Wallis (a = 0,05; n = §) para comparar as médias dos grupos, com o auxilio do
programa Action Stat para determinar a mutagenicidade. Para avaliar a citotoxicidade das
amostras, realizou-se um teste de analise de variancia (ANOVA), seguido do teste
post-hoc de Tukey HSD.

A anadlise dos componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o programa
Past 4.03, com base nos dados de citotoxicidade, mutagenicidade e nos parametros
fisico-quimicos fornecidos por Bressiani (2023).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os parametros de oxigénio dissolvido, temperatura e pH foram monitorados a cada
48 horas durante a exposicdo aos pontos amostrais para garantir a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos anfibios. Nao ocorreu mortalidade em nenhum dos pontos
amostrais, resultando em uma taxa de mortalidade de 0%.

Em relagdo a porcentagem média de micronucleos (Figura 2), os pontos 5, 6 € 8
apresentaram meédias estatisticamente maiores de micronucleos do que o controle
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negativo, indicando efeito mutagénico. O ponto 5 (foz do Rio Urutago) exibiu o maior
percentual, além da maior concentracdo de 2,4-D (224,09 pg.L-1) e a presenca de
horménios estriol, estradiol, etinilestradiol e estrona, relacionando-se aos poluentes da
bacia do Rio Urutago. O ponto 6 (Rio Marrecas apds o desague das aguas do Rio
Urutago) também mostrou alto teor de 2,4 D (196,61 ug.L-1) e horménios estradiol,
etinilestradiol e estrona. Destaca-se a mutagenicidade da agua no ponto 8, abastecida
pela ETA do municipio, com uma concentracédo de 2,4 D (76,55 ug.L-1) muito acima do
limite permitido (< 30 ug.L-1) pela Portaria GM/MS N° 888/2021 (BRASIL, 2021)sobre a
qualidade da agua para consumo humano.

Figura 2 - Porcentagem média de microntcleos do controle negativo (CO’) e dos pontos de coleta.
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teste estatistico de Kruskall-Wallis (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023).

A PCA (Figura 3) mostrou uma correlacdo positiva entre a frequéncia de
micronucleos em eritrocitos e a concentragdao do herbicida 2,4-D e dos hormoénios
estrogenos estrona, estradiol, etinilestradiol e estriol nas amostras de agua. Esses
resultados sugerem que essas substancias podem induzir danos ao DNA em girinos
expostos a elas.

Figura 3 - Analise de componentes principais.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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Com relagéo as alteragdes nucleares (Figura 4), os dados mostram que somente a
amostra do ponto 1 induziu percentual médio estatisticamente maior que do controle
negativo e, assim, efeito citotdxico. Isso sugere que ha substéncias nas aguas do Rio
Marrecas, no local de captagdo da ETA do municipio, que podem prejudicar as células
vivas, levando-as a morte ou a disfungao celular, o que representa um perigo para a
saude e o desenvolvimento dos girinos. As alteragdes nucleares observadas no ponto 1
incluiram: células binucleadas, trinucleadas, cromatina descondensada e reniforme. A
PCA (Figura 3) indicou correlagéo positiva entre as alteragdes nucleares e a turbidez das
amostras de agua. Os dados das analises fisico-quimicas destes pontos de coleta
confirmam que o ponto 1 apresentou elevada turbidez (200,25+67,93 NTU, de acordo
com Bressiani, 2023).

Figura 4 - Porcentagem média de alteracdes nucleares do controle negativo (CO’) e dos pontos de

coleta.
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Fonte: Autoria propria (2023).

CONCLUSAO

O estudo evidencia a gravidade da poluicdo por substancias de origem antrépica
nos Rios e seus efeitos nocivos para a saude publica. Diante desse cenario, é
imprescindivel que se adotem medidas de controle e regulagdo desses poluentes, tanto
nas areas urbanas quanto nas rurais, com o objetivo de preservar e proteger a qualidade
da agua e dos ecossistemas associados.
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