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RESUMO

A falta de tratamento dos recursos hidricos disponiveis para a populacido ¢ um dos grandes problemas
enfrentados por paises em desenvolvimento e, ele é agravado pela falta de monitoramento por parte dos
orgaos responsdveis. O monitoramento das fontes de dgua quando feito por métodos analiticos pode ser
ineficaz, pois os poluentes quimicos muitas vezes entdo em baixa quantidade. Nesse caso, uma forma mais
eficaz de andlise sdo as que utilizam bioindicadores para identificar possiveis danos desses poluentes sobre
a biota exposta a esses recursos. Com o objetivo de monitorar a citotoxicidade das dguas do Rio Marrecas-
Francisco Beltrdo-Parand foram coletadas amostras da nascente a foz deste rio e submetidas ao teste do
MTT com cultura de células renais de Macaca mullata (LLC-MK2). Cada amostra (ponto de coleta) foi
filtrado e diluido em meio de cultura nas concentragdes de 1:10, 1:100 e 1:100 (amostra/meio). De acordo
com os dados obtidos, os pontos 2, 3, 5 e 6 induziram proliferacio celular ou maior atividade mitocondrial,
com absorbancias médias maiores que a do controle negativo, em pelo menos uma das concentracdes
avaliadas. Apesar de ndo ser identificada correlacdo com os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
analisados, é possivel que haja fontes pontuais de polui¢do nessas dreas, mostrando a necessidade de
intensifica¢do do monitoramento das atividades nessas areas.

Palavras-chave: Poluentes, Teste MTT, Recursos Hidricos.
ABSTRACT

The lack of treatment of water resources available to the population is one of the great problems faced by
developing countries and it is aggravated by the lack of monitoring by the responsible agencies. Monitoring
water sources when done by analytical methods can be ineffective, as chemical pollutants are often in low
amounts. In this case, a more effective form of analysis is those that use bioindicators to identify possible
damage from these pollutants on the biota exposed to these resources. In order to monitor the cytotoxicity
of the waters of the Marrecas-Francisco Beltrao-Parana River, samples were collected from the source to
the mouth of this river and submitted to the MTT test with Macaca mullata kidney cell culture (LLC-MK2).
Each sample (collection point) was filtered and diluted in culture medium at concentrations of 1:10, 1:100
and 1:100 (sample/medium). According to the data obtained, points 2, 3, 5 and 6 induced cell proliferation
or greater mitochondrial activity, with mean absorbances greater than that of the negative control, in at least
one of the concentrations evaluated. Although no correlation was identified with the physicochemical and
microbiological parameters analyzed, it is possible that there are point sources of pollution in these areas,
showing the need to intensify the monitoring of activities in these areas.
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1. INTRODUCAO

Um dos problemas de paises em desenvolvimento como o Brasil € a falta de tratamento dos recursos
hidricos disponiveis para o consumo da populagdo. Os baixos niveis de monitoramento dos recursos hidricos
pelos 6rgdos responsdveis acabam dificultando a sua manutencio e, segundo a Agéncia Nacional de Aguas
(ANA), apenas 17 das 27 unidades federativas enviam dados de monitoramento regularmente (BRASIL,
2020).

A 4gua € dita potavel quando andlises microbioldgicas confirmam a auséncia de agentes que poderiam
colocar em risco a saude dos seres humanos (PRINSLOO et al., 2013). Porém, esses limites ndo levam em
conta os riscos que os contaminantes podem oferecer a biota aqudtica, além disso, diversos testes com
diferentes bioindicadores vem sendo realizados e comprovam que a exposi¢cdo a longo prazo a esses recursos
hidricos pode apresentar considerdveis niveis de citotoxicidade para os seres vivos em geral (ZEGURA et al.,
2009).

Os ensaios de citotoxicidade que mensuram a atividade mitocondrial sdo utilizados para detectar danos
precoces, pois os contaminantes da dgua t&m dois efeitos principais sobre as células, efeitos téxicos que levam
essas células a morte ou ainda efeitos proliferativos que podem indicar sequelas carcinogénicas na biota
exposta a tais recursos hidricos (TRINTINAGLIA et al., 2015).

Com o intuito de avaliar os efeitos citotdxicos das dguas do Rio Marrecas, o qual € a principal fonte
de abastecimento para a populacido da regido sudoeste do estado do Parand, foram realizados ensaios de
citotoxicidade, pelo teste do MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide], com
cultura de células renais de Macaca mullata (LLC-MK2). Além disso, o grande volume de informagdes
produzido pelas andlises quimicas, ecoldgicas e toxicoldgicas requerem uma correta e profunda andlise de
dados. Assim, o objetivo do presente estudo também foi realizar a tabulag@o, anlise e interpretagdo dos dados
obtidos.

2. MATERIAIS E METODOS

O rio Marrecas nasce em Marmeleiro, municipio limitrofe a 11 km de distancia de Francisco Beltrao
e desdgua no Rio Santana. As amostras de dgua foram coletadas na estagdo do verdo em nove pontos,
previamente selecionados, para identificar possiveis alteragdes na qualidade da agua ao longo do rio, os quais
estdo identificados na Figura 1. Os pontos 1 e 2 (P1 e P2) localizam-se na regifio de nascentes ou montante do
Rio Marrecas. O ponto 3 (P3) localiza-se 14km antes do rio entrar no perimetro urbano da cidade. O ponto 4
(P4) encontra-se nos limites da area urbana, e os pontos 5, 6 e 7 (P5, P6 e P7), situam-se ao longo do trecho
urbano do rio. O ponto 8 (P8) localiza-se nos limites jusante entre cidade e zona rural, e o ponto 9 (P9) 17 km
a jusante da cidade de Francisco Beltrao.

A coleta e preservacdo/armazenamento de amostras de dgua foram realizadas de acordo com as
instrugdes e métodos contidos no "Standard Methods"(APHA, 2012). No momento do uso, as amostras foram
filtradas utilizando microfiltros com um tamanho de poro de 0,22 um, para mixima retencdo de
microrganismos que pudessem estar contidos nessas. Cada amostra (ponto de coleta) foi diluida em meio de
cultura, nas concentragdes 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v, amostra/meio).

As células LLC-MK?2, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Wander Pavanelli da Universidade Estadual
de Londrina, foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL de meio de cultura DMEM,
suplementando com 15% de soro bovino fetal, e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO,. O ensaio de
citotoxicidade do MTT foi realizado de acordo com o protocolo sugerido (MOSMANN, 1983), com
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modificagdes. Foram utilizadas placas de cultura de 96 pocos onde, foram cultivadas 1x10° células/poco. Apos
estabiliza¢do por 24 horas, o meio de cultura foi descartado e adicionado 100 uL. de meio completo com os
seguintes tratamentos: meio de cultivo (controle negativo - CO-), agente citotéxico metil metanossulfonato
(MMS — 150 uM), (controle positivo - CO+) e tratamentos com as diferentes concentracdes de cada ponto de
coleta de dgua do Rio Marrecas.

Figura 1. Localizacio dos nove pontos de coleta do Rio Marrecas com a descri¢ao do uso e ocupacao do solo da
bacia.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2021)

Ap6s 24, 48 e 72 horas de incubacdo, o tratamento foi substituido por meio de cultura contendo de
MTT (0,167mg mL™). As placas foram incubadas por mais quatro horas antes do descarte do meio contendo
MTT, seguido da adi¢do de 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizag@o dos cristais de formazan.
A leitura das absorbincias foi realizada em leitora de microplacas (Thermo Plate) a 490 nm utilizando o
espectrofotdmetro UV-Vis. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo das absorbancias.
Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados por meio da Equacgao 1.

_( ABSp
Ve = (ABSCO_) x 100 (1)

Onde:

VC = Viabilidade celular [%];

ABS; = Absorbancia do tratamento.

ABSo_ = Absorbancia do controle negativo.

Os valores das absorbancias de cada repeticdo (n=6), de todas as concentragdes e de todos os pontos
de coleta, para cada tempo de avaliacdo (24, 48 e 72 horas) foram submetidos ao teste de normalidade e a
andlise de varidncia (one way ANOVA). Apds, para cada tempo de avaliacdo foi realizado o teste de
comparagdo de médias de Dunnet (0=0,05), pelo software Action Stat. As diferengas foram consideradas sendo
estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Além disso, também foi analisado
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o grau de correlagdo entre a absorbancia média e alguns parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
das amostras de 4gua, com o auxilio do Programa Action Stat.

3. RESULTADOS

Os dados da Figura 2 apresentam os valores médios de absorbancia obtidos com as células LLC-MK2
tratadas com as diferentes concentragdes de amostras de dgua coletadas em nove pontos ao longo do rio
Marrecas nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os dados mostram que ndo houve uma mudanga expressiva nos
niveis de absorbancia em relacdo ao controle negativo paras os pontos 1, 4, 7, 8 ¢ 9, o que significa que nio
houve uma significativa taxa de morte celular nem tdo pouco proliferacdo das células nesses pontos. J& para
os outros pontos, no tempo de 48 horas, pode-se notar um aumento da absorbancia média para algumas
concentracdes: no ponto 2 (1:100), ponto 3 (1:1000), ponto 5 (1:1000) e ponto 6 (1:100 e 1:1000). Esse
aumento pode indicar um aumento na divisdo celular ou ainda um aumento da atividade mitocondrial dessas
células. Inclusive, os dados da viabilidade celular indicam que houve aumento dessa em praticamente todos os
pontos no tempo de 48 horas.

Figura 2. Absorbancias médias de células normais LLC-MK2, tratadas por 24, 48 e 72 horas com as
amostras de agua do rio Marrecas (pontos 1 a 9).

P2 P3
1o + 1.0 i
= .
—Co- q0.E Ho.s .
SEEe z — ——CO- = P - —CO-
10 -;I},ﬁ — —CO+ -g0.6 7 — COF
o 3 _— | =
100 S0 - = 120 Eoa = i :gﬂ
= — H
—— 1000 Ere T To— E e
éo,- -+ 1000 =02 1000
24h 48h 72h ‘oo a0
24n 48k TIh i 24h 48 T2h
P4 Ps PG
1.0 1.2 1,2 =
A
Sos £ 1.0 A 5 1.0 // .
= -~ 3 —cCo = P e —CO- b= -~ —COo-
= —_— Zos . ~ =n.8 ’ =
=06 i — -CO+ - P S —CO+ = = co+
Zoa = . 1o o e 10 £ = o
.go . 5 e " 100 €04 = = " 100 L i i — . 100
= ——1000 02 = _ Zo2 * e
0.0 0,0 0.0
24k 48h TZh 24h 48h T3h 24h 45k 7k
- o
1.0 ® 10 L
f 1.0
=08 /,r'-—-i_\ coo :_-:» 0,8 s — P = 0.8 5
So.s e s co =0 — —— co = 0.6 o T e
= ” - - + = e
d 5 /'//_— + = = co+
So.a — 10 z = 10 = e
= = s & 04 2 . =04 = - 10
foa * * e £ 0.2 N i - 100 € o2 o * 100
2 - 1000 = —— 1000 2
= = —_1coo
0.0 0,0 = 0.0 1001
24n 48h 720 24h 48h 7ih Zdh 48h T2h

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; 1x10° células por poco.
*Resultado estatisticamente diferente do controle negative (Teste de Dunnet, p<0,05)
Fonte: Autoria propria (2021)

Santos et al. (2021), avaliando as alteracdes nucleares, pelo teste do micronicleo com girinos de
Lithobates catesbeianus expostos as mesmas amostras dos nove pontos de coleta de 4gua do Rio Marrecas
também confirmaram a citotoxicidade das dguas dos Pontos 2, 5 e 6. Os autores alegam essas amostras
apresentaram valores maiores que o aceitivel pelo CONAMA (BRASIL, 2005) para DBO, aluminio,
manganés, ferro, cobre e arsénio, o que pode justificar esta citotoxicidade. Os dados das andlises fisico-
quimicas e microbioldgicas dessas amostras de agua (Tabela 1), também identificaram altos niveis de
coliformes totais no ponto 2 (>240 NMP mL™") e 6 (24 NMP mL") e Escherichia coli no ponto 6 (>300 UFC),
o que poderia justificar o aumento da absorbancia nesses pontos, visto que o teste do MTT sofre alteracdes
quando aplicados em amostras contendo micrébios, pois esses metabolizam o sal ocultando assim o efeito
citotéxico das amostras sobre as células (PRINSLOO et al., 2013). Além disso, as andlises fisico-quimicas
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demonstraram elevado nivel de condutividade nos pontos 5 (200,67 ms cm™ a 20°C) e 6 (227,33 ms cm™ a
20°C), o que pode indicar elevada poluicdo e matéria orginica nestas dguas, que pode ter conduzido & maior
proliferacdo células ou aumento da atividade mitocondrial provocada por um estresse celular. Santos et al.
(2021) também confirmaram a mutagenicidade da 4gua do Ponto 6, sendo que este foi o ponto que apresentou
maior percentual médio de micronicleos, dentre todos os grupos avaliados, indicando alguma contaminacio
mais evidente nesta regido do rio nesta estagao.

Entretanto, nenhum dos pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados apresentou
correlagdo com a absorbancia média (das trés concentracdes avaliadas) do tempo de 48 horas (tempo em que
foi observada alteracdo estatistica com o controle negativo) (pH: p valor=0,28, r’=0,158; turbidez: p
valor=0,72, 1*=0,018; condutividade: p valor=0,95, r’=0,000; coliformes totais: p valor=0,35, r’=0,122;
coliformes fecais: p valor=0,70, r’=0,021; E. coli: p valor=0,62, r*=0,036).

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos e biologicos das amostras de agua do Rio Marrecas®.

Condutividade Coliformes Totais Coliformes Fecais Escherichia coli
Pontos pH  Turbidez NTU ms cm! a 20°C NMP mL! NMP mL! colonias
Ponto 1 6,77 48,37 3,73 <0,3 <0,3 0
Ponto 2 6,81 62,26 12,69 >240 2,3 75
Ponto 3 6,71 57,7 68,5 2,3 24 12
Ponto 4 6,76 46,7 244 0,4 >240 >300
Ponto 5 7,43 56,28 200,67 <0,3 <0,3 0
Ponto 6 7,05 55,47 227,33 24 24 +>300
Ponto 7 6,7 60,33 222 6,4 24 >300
Ponto 8 6,62 77,37 237,33 <0,3 <0,3 0
Ponto 9 6,78 63,57 68 2,3 0.4 145

NMP: Nimero mais provavel. * Dados gentilmente cedidos pelas Prof®. Dr?. Gisele Arruda e Prof®. Dr® Franciele
Ani Caovilla Folador, da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

4. CONCLUSAO

O presente estudo identificou alteragdes na viabilidade celular ou atividade mitocondrial das células
LLC-MK2 expostas as amostras de dgua dos Pontos 2, 3, 5 e 6 do Rio Marrecas, na estacio do verdo. Apesar
de ndo ser identificada correlacdo com alguns pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados, é
possivel que alguma atividade/poluicdo/contaminacdo dessas dguas esteja afetando a atividade das células
renais de Macaca mulata, mostrando a necessidade de intensificacdo do monitoramento das atividades nessas
areas.
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