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RESUMO
A 4gua ¢ um recurso indispensavel para a manuteng¢ao da vida, porém, os ecossistemas hidricos
tém sido afetados pelo desenvolvimento urbano e aumento populacional. Nos cursos d’agua
brasileiros o maior problema ¢ o despejo de efluentes domésticos sem tratamento. O objetivo
do estudo foi avaliar reconhecidos bioindicadores, nos periodos de seca (2019) e chuva (2020),
para diagnosticar o estado ecoldgico do Corrego da Prata, Diamantina - MG. Foram
selecionados seis pontos de amostragem do Corrego da Prata (P1 a P6) e um ponto no Corrego
Formagao (P0), considerado como referencial ecoldgico. Para avaliacdo do nivel visual de
conservagdo dos trechos foi utilizado um Protocolo de Avaliagdo Répida de Diversidade de
Habitats (PARDH). Anélises fisicas e quimicas da agua (pH, OD e temperatura) foram medidas
utilizando o aparelho Hanna® HI 9828 e os resultados avaliados pelo teste de comparacao de
médias Scott-Knott. Para as andlises de coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a
técnica dos tubos multiplos (NMP). Nos testes de cultura e antibiograma utilizou-se a técnica
de difusdo de disco. Para classificar a qualidade da 4gua com base nos macroinvertebrados
bentonicos foi utilizado o indice Biological Monitoring Working Party/Average Score per
Taxon (BMWP/ASPT). Para anélises morfofisiologicas foram capturados 6 peixes em cada
ponto, sendo as branquias dissecadas e analisadas na microscopia de luz pela coloracao
Hematoxilina- Eosina (HE) para identificar lesdes histopatologicas. Para analises de protedmica
foi utilizada a técnica de imunohistoquimica para avaliar a expressdo da proteina fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). As pontuagdes do PARDH diminuiram no sentido a
jusante do curso d’agua. Foram identificados impactos ambientais evidentes nos pontos urbanos
como odor indesejavel da 4gua e auséncia de mata ciliar. As andlises fisicas, quimicas e
microbiologicas da agua também demonstraram que a qualidade da 4gua foi inferior nos pontos
que sofriam maior interferéncia humana. Foram identificados 6070 macroinvertebrados
bentdnicos, as familias mais abundantes foram Chironomidae (65,83%), Simuliidae (20,15%),
Baetidae (5,44%) e Hydroptilidae (2,64%). O indice biotico BMWP/ASPT classificou a dgua
nos pontos PO, Ple P2 como boa, P3 de regular a boa, P4 regular, P5 de regular a péssima e P6
de regular a ruim. Foram encontradas lesdes histopatoldgicas em peixes do ponto P1, podendo
estar associado ao excesso de nutrientes na agua, e nos pontos P4, P5 e P6, devido ao
lancamento de esgoto doméstico nesses ambientes. Todos os peixes apresentaram expressao da
proteina VEGF, porém, elas foram mais evidentes nos pontos mais proximos a foz no cérrego
da Palha. Os resultados demonstram que tanto as bactérias como os macroinvertebrados

bentonicos e peixes foram excelentes bioindicadores evidenciando os impactos negativos



causados pela urbanizagdo e despejo de esgoto no Corrego da Prata, degradando seu estado

ecologico, e o fazendo representar risco a satide humana e animal.

Palavras- chave: Bioindicadores. Qualidade ambiental. Efluente doméstico. Rios urbanos.

Peixes. Macroinvertebrados bentonicos. Corrego da Prata — Diamantina MG.

ABSTRACT

Water is an indispensable resource for the maintenance of life; however, water ecosystems have
been affected by urban development and population increase. In Brazilian watercourses the
biggest problem is the discharge of untreated domestic effluents. The aim of the study was to
evaluate the quality of bioindicators, in the dry (2019) and rainy (2020) periods, to diagnose the
ecological status of Corrego da Prata, Diamantina - MG. Six sampling points in the Corrego da
Prata (P1 to P6) and one point in the Corrego Formation (P0), considered as an ecological
reference, were selected. To assess the visual level of conservation of the stretches, a Rapid
Habitat Diversity Assessment Protocol (PARDH) was used. Physical and chemical analyzes of
water (pH, DO and temperature) were measured using the Hanna® HI 9828 device and the
results obtained by the Scott-Knott mean comparison test. For the analysis of total and
thermotolerant coliforms for the use of multiple tubes (NMP). In culture and antibiogram
testicles a disc diffusion technique is used. To classify water quality based on benthic
macroinvertebrates used in the Biological Monitoring Working Group / Average Taxon Score
(BMWP / ASPT). For morphophysiological analysis, 6 fish were captured at each point, and
the gills were dissected and analyzed under light microscopy using Hematoxylin-Eosin (HE)
staining to identify histopathological lesions. For proteomic analysis, the immunohistochemical
technique was used to assess the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF)
protein. PARDH scores decreased downstream of the watercourse. Clear environmental
impacts were identified in urban areas, such as the undesirable odor of water and the absence
of riparian vegetation. The physical, chemical and microbiological analyzes of the water also
showed that the quality of the water was inferior in the points that suffered greater human
interference. A total of 6070 benthic macroinvertebrates were identified, the most abundant
families were Chironomidae (65.83%), Simuliidae (20.15%), Baetidae (5.44%) and
Hydroptilidae (2.64%). The BMWP/ASPT biotic index classified the water at points PO, P1 and
P2 as good, P3 from fair to good, P4 fair, PS5 from fair to very bad and P6 from fair to bad.

Histopathological lesions were found in fish at point P1, which may be associated with excess



nutrients in the water, and at points P4, P5 and P6, due to the discharge of domestic sewage in
these environments. All fish showed expression of VEGF protein, however, they were more
evident in points closer to the mouth of the Palha stream. The results demonstrate that both
bacteria and benthic macroinvertebrates and fish were excellent bioindicators showing the
negative impacts caused by urbanization and sewage disposal in the Coérrego da Prata,

degrading its ecological status, and making it pose a risk to human and animal health.

Keywords: Bioindicators. Environmental Quality. Domestic effluent. Urban rivers. Fishes.

Benthic macroinvertebrates. Corrego da Prata — Diamantina MG.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Localizacao dos pontos amostrais do Corrego da Prata e Coérrego Formagdo em
Diamantina, MG inseridos na bacia do rio Jequitinhonha..............ccccceeviiiiniiiecciiiiee e, 20

Figura 2. Precipitagdo acumulada mensal (mm) entre os anos 2011 ¢ 2020 do municipio de
Diamantina, MG de acordo com dados pluviométricos registrados pelo INMET. Coleta de
chuva (%), coleta de SECA (F™) ..uiiiiiiiiieii ettt ettt et e ee 21

Figura 3. Resultado negativo para coliformes/auséncia de bolhas (A); Formagao de géas no tubo
de Durhan, indicando resultado positivo para coliformes (B).........ccccoeeieriieiiieniiiiienieeeee. 23

Figura 4. Andlises microbioldgicas de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
antibiograma realizadas no Corrego da Prata nos periodos de chuva e seca..........ccccceeeuveennenee. 24

Figura 5. Branquias de Astyanax fasciatus coletados no Corrego da Prata e Corrego Formacao
nos periodos de chuva e seca. Barra: 1CmM.........cccuiviiiiiiiiiiieiiece e 26

Figura 6. Pontos amostrais do Corrego da Prata (P1, P2, P3, P4, P5 e P6) e referencial ecologico
(P0) do Coérrego Formagao em Diamantina-MG............cocveeiieniieniieniieeieenieeereeeee e 28

Figura 7. Halos de inibi¢do representando a sensibilidade das bactérias aos antibioticos
estudados (A); Resultado do teste de antibiograma no ponto P2 no periodo de seca,
representando a resisténcia de bactérias E. coli ao antibidtico Amoxilina + Clavulanato (B)....31

Figura 8. Macroinvertebrados bentonicos mais representativos coletados no Corrego da Prata
e Corrego Formacdo nos periodos de chuva e seca (A) Chironomidae (B) Simuliidae (C)
Baetidae (D) Hydroptilidae. Barra: 2Mm..........ccoveeeiiieiiiieiiieeciie e 32

Figura 9. Ordenacdo NMDS da comunidade bentonica dos pontos amostrais por condicdes:
natural, periurbano e urbano dos cérregos da Prata e Formacao nas estacdes de chuvosa (C) e

Figura 10. Peixes coletados no Corrego da Prata e Corrego Formacao nos periodos de chuva e
seca. (A) Astyanax fasciatus; (B) Poecilia reticulata (C) Geophagus brasiliensis. Barra: 1cm.37

Figura 11. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus. Coloracdo Hematoxilina e
Eosina. Comparagdo das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos
de amostragem PO, P1 P2 e P3. Barra 400 um. Lesao morfologica: fusao parcial dos filamentos
(ESETRIA) ...t eeeetee ettt ettt ettt e et e e ettt e e e bt e e e ta e e e abee e taae e abae e taeeetaeeataeeeaaeeenbaeeanraeenrraeanns 37

Figura 12. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Coloracdo Hematoxilina e
Eosina. Comparagdo das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos
de amostragem P4 P5 e P6. Barra de 400 um. Lesdes morfologicas: aneurisma (cerquilha),
fusdo total dos filamentos (asterisco), descolamento do epitélio lamelar (seta), fusdo parcial dos
filamentos (estrela), hipertrofia de células de cloreto (cabeca de seta) .........cccceeveeiiiiininnienen. 38

Figura 13. Fotomicrografias de branquias de Geophagus brasiliensis encontrada no P3 no
periodo de chuva. Coloragdo Hematoxilina e Eosina. (A) Barra de 100 um (B) Barra de 400



Figura 14. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus Imunohistoquimica- VEGF.
Comparagao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de
amostragem PO, P1 P2 ¢ P3. Barra de 400 [M........cccooviiiiiieniiiiieeiieeieeriee et 40

Figura 15. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparacao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de
amostragem PO, P1 P2 ¢ P3. Barrade 1000 Mm.........ccoeeviiieiiiieeeiieeeiee et 41

Figura 16. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparagao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de
amostragem P4, P5 e P6. Barra de 400 [M.........ccoeeiiiriiiiiieiieeieeeeeeeiee e 42

Figura 17. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparacao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de
amostragem P4, P5 e P6. Barra de 1000 [m.......cc.ooiiiiiiiiiiieieeeeee e 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Area de zoneamento e coordenadas geograficas dos sete pontos amostrais do Corrego
da Prata (P1, P2, P3, P4, P5 e P6) e Corrego Formagao (P0) - Diamantina-MG......................... 21

Tabela 2. Pontuacdo e classificacdo do Protocolo de Avaliacdo Répida da Diversidade de
Habitat dos pontos amostrais do Coérrego da Prata e Corrego Formagdo em Diamantina-MG,
durante periodos de SECa € ChUVA.........c.cciiiiiiiiiieeieeieee et 29

Tabela 3. Médias de ph, temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) dos pontos amostrais,
do Cérrego da Prata e Corrego Formagao nos periodos de seca e chuva. Médias seguidas pela
mesma letra minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas nao diferem entre si pelo teste “Scott-
KNOt, €1 NIVEL A€ 501ttt ettt e e e et e e e e e e e e e e eatasteeeeesessennanes 30

Tabela 4. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes nos pontos
coletados ao longo do Corrego da Prata, Diamantina-MG nos periodos de seca e chuva........... 30

Tabela 5. Resultado da leitura do halo de inibi¢do do teste de antibiograma nos periodos de
seca e chuva (R: Resistente, S: Sensivel, I: Intermediario) ..........ccceeevvevieeviieniiienieeiieeieeieene 31

Tabela 6. Abundancia de macroinvertebrados bentonicos encontrados no Corrego da Prata e
Corrego Formagao nos periodos de seca (S) € chuva (C).....cccvevvieeiieiiieniieiecieeieeeesee e 33

Tabela 7. Indices bidticos de riqueza e BMWP/ASPT, classificagio da qualidade da agua
segundo BMWP/ASPT, % EPT, % de Chironomidae no Corrego da Prata e Corrego Formagao
nos periodos de seca (S) € ChuVa (C)...oouiiiiiiiiiiiee et 35



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

ANOVA  Andlise de Variancia

ASPT Average Score per Taxon

BHI Brain Heart Infusion (Infusdo Cérebro Coragao)
BMWP Biological Monitoring Working Party

CEUA Conselho de Etica de Uso de Animais

DAB 3,3’-diaminobenzidina tetra-hidrocarboneto
EBM Agar Eosina Azul Metileno

EC Escherichia coli

EPT Ephemeroptera, Plecoptera, Thricoptera
IHQ Imunohistoquimica

HE Hematoxilina- Eosina

INMET Instituto Nacional de Meteorologia

LST Caldo Lauril Sulfato Triptose

NMDS Escalonamento Dimensional Nao-Métrico

NMP Numero Mais Provavel

PARDH Protocolo de Avaliagcdo Rapida de Diversidade de Habitats
PARs Protocolo de Avaliagao de Rios

PBS Tampao Fosfato Salino

SISBIO Sistema de Autorizagao ¢ Informagao em Biodiversidade

VEGF Fator de Crescimento do Endotélio Vascular



SUMARIO

LINTRODUGCAO ...ttt ettt v e s s et seseseses st et esesesesesesesesesesesesenenans 14
2. OBIETIVOS ..ottt sttt ettt et b et et be et et e saeenees 18
2.2 ODJEtIVO GOTAL ....evieiiiiiiieiiecie ettt ettt et e bt e taesbeessaeenbeensaeenseenneeenne 18
2.2 ObjetiVOs ESPECITICOS...cuviiiiiiiiiiiecciie ettt et s e et e e eab e e eaaeeenaeeeaneas 18
3. MATERIAL EMETODOS ......coooiioiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s ene s 19
3.1 Area de ESUAO . ......oeveeeveeeeeeeeeeeeeeee e 19
3.2 Periodo de AMOSITAZEM  .....ccueeeiieiieeiiieiieeie ettt s e et e e e e e beesaaeereesaeeesbeenseesnseensneans 21
3.3 Protocolo de Avaliagdo Répida de Diversidade de Habitats .............cceeeevieeeiiiicieeennennn, 22
3.4 Anéalise Fisico-quimica da AUA .........coccouovuiviuiveeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.5 Analises Microbiologicas da AGUA .........cooweveiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 22
3.5.1 Coliformes Totais € Termotolerantes. ..........c.cecveriieriieeieeriieeieeieeeeeeeeeveeree e eeee e 22
3.5.2 ANEIDIOZIAMNA «..eoniieiiieiie ettt ettt et ettt e st e et e e s it e e bt esaeeebeesaeeenbeesanas 23
3.6 Diversidade de Macroinvertebrados BentOnicos ............cccvieeviieeeiiieeeciieeciie e e 25
3.7 Morfofisiologia de PEIXES .......cciieiiiriieiiieiiecie ettt ettt sae e aeeba e enneenneas 25
3.7.1 Coloragdo Hematoxilina € Eosina (HE) .........ccccooiiiiiiiiiiieiececeeceeee e 26
3.7.2 Imunohistoquimica (THQ) ......cooiiiiiiiiiiiiiee et 27
4., RESULTADOS ...ttt sttt ae e s sa e seesseesaenseensesseenseenseennenses 27
4.1 Protocolo de Avaliagdo Rapida de Diversidade de Habitats .........cccccocvveeviieiniiennieennnen. 27
4.2 Analise FisicO-quimica da AU ..........cooueveueveeeeeeeeeeeeeeeee oo, 29
4.3 Analise Microbiologica da AGUA ............ccceueveveoeieeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 30
4.3.1 Coliformes Totais € Termotolerantes..........cocverieeiiierieiiienie et 30
T TN 4 U Lo 10 T ¥ 1 4 - RO TP 31
4.4 Diversidade de Macroinvertebrados Bentonicos ...........ccceeeveerciieerciieeniieeniee e 32
4.5 Morfofisiologia de PEIXES .......cccuieiiiiriieiieiie ettt ettt ettt et 36
4.5.1 Coloragao Hematoxilina € Eosina (HE) ........cccccccoviiiiiiiiiiceeeceee e 37
4.5.2 Imunohistoquimica (THQ) ....cccuviiriiiiiie et 39
5. DISCUSSAOD ...ttt et sesesssessessesssessessessessaes 44
5.1 Protocolo de Avaliacao Répida de Diversidade de Habitats ............ccccoveniiniininicncnnnns 44
5.2 Analise FiSico-quimica da AGUa ..........ccoooueveeveiueeeeeeeeeeeeeeeeee e 44

5.3 Analise Microbiologica da AGUA ...........cccooveeveiueeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 46



5.3.1 Coliformes TotaiS € TErMOtOLEIANTES ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeens 46

5.3.2 ANUDIOZIAMA ...viiiiieiieeiiieiee ettt ettt ettt e s taeebeesaaeesbeessaeenseessseenseessseenseensseenns 47
5.4 Diversidade de Macroinvertebrados BentoniCoS..........cccuveevvieeriiieeieieeeiie e 48
5.5 Morfofisiologia d€ PEIXES .......ceecuiieiiiiiieiiecciie ettt et e e e e e e e eeenaeas 50
5.5.1 Coloragdo Hematoxilina € Eosina (HE) .......cccocoiiiiiiiiiiiiiceccee e 51
5.5.2 Imunohistoquimica (THQ) .....ccooviiiiiiiiiiie ettt e 52
6. CONCLUSAOQ ...oovoieieieeieieieei et 53
7. CONSIDERACOES FINAIS ..ot eeee e 55
REFERENCIAS ...ttt 56

ANEXOS e e 67



14

1. INTRODUCAO

A 4gua ¢é um recurso indispensavel para a manutengdo da vida, no entanto, o
ecossistema hidrico tem sido afetado devido ao desenvolvimento populacional e ao
aumento de residéncias sem planejamento adequado e estrutura sanitaria urbana
apropriada (ALVES, ATAIDE, SILVA, 2018). Nos cursos d’4agua brasileiros, o problema
mais relevante € o efluente doméstico, que provoca excesso de matéria organica nas aguas
(JUNQUEIRA, et al., 2018). De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacgdes
sobre Saneamento 16,3% dos brasileiros ndo possuem acesso a dgua tratada e cerca de
45,9% da populacao brasileira ndo tem acesso a esgotamento sanitario (SNIS, 2019). Em
paises em desenvolvimento ¢ comum que rios urbanos sofram com a contaminagao
decorrente de esgoto ndo tratado, o que traz grandes riscos a satide dos seres vivos (CUI,

et. al., 2019).

Nesse sentido, deve-se priorizar a implantagdo de politicas publicas para gestdo
eficiente de recursos hidricos, se destacando nesse contexto, os comités de bacias
hidrograficas, previstos pela lei 9.433 que institui a Politica Nacional dos Recursos
Hidricos (BRASIL,1997). Nesses comités, se reinem representantes da sociedade civil,
poder publico e usudrios de 4gua com a finalidade de promover o debate das questdes
relacionadas a recursos hidricos ¢ articular a atuagao dessas entidades, considerando os
diferentes territorios ao longo da bacia hidrografica (GARRAFONI & PEREIRA, 2012;
PINHEIRO et al., 2001).

Tendo em vista a problematica atual dos rios e lagos no Brasil, o monitoramento
constante e estudo completo da qualidade da dgua representa um recurso indispensavel.
A andlise da qualidade ambiental deve levar em consideragdo diferentes tipos de
conhecimentos e ferramentas que revelam o estado ecoldgico de um curso d’agua

(BOYER, et al., 2019).

Os Protocolos de Avaliagdo Répida de Rios (PARs) sdo instrumentos complementares
utilizados no monitoramento de recursos hidricos, e tem como objetivo a avaliagdo de
forma integrada de aspectos que determinam a qualidade dos condicionantes fisicos dos
rios (GUIMARAES, RODRIGUES, MALAFAIA, 2012). Sdo ferramentas de facil

utilizagdo e entendimento que auxiliam na andlise da estrutura e funcionamento dos
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ecossistemas aquaticos contribuindo assim, para o manejo e conservacdo desses
ambientes (CALLISTO, et al., 2002). Os resultados obtidos com os PAR’s associados as
analises tradicionais de qualidade da &4gua, ddo a avaliagdo um carater holistico

(RODRIGUES & CASTRO, 2008).

As varidveis fisicas e quimicas também trazem algumas vantagens na avaliacdo de
impactos ambientais em ecossistemas aquaticos, como a identificagdo imediata de
modificacdes nas propriedades da agua e deteccdo precisa da varidvel modificada
(GOULART & CALLISTO, 2003). No entanto, quando esses parametros sdo usados
isoladamente, nao sdo suficientes para refletir integralmente a qualidade do ambiente
aquatico. No monitoramento de rios, também sdo empregados indicadores bioldgicos
especificos, sendo o grupo de coliformes os mais utilizados (SILVEIRA, et al., 2017). A
investigacdo bacteriologica da dgua desempenha papel importante, visto que permite a
avaliagdo da potabilidade da dgua e investigacdo de possiveis surtos de doencas (ALVES,
ATAIDE, SILVA, 2018). Estudos microbiologicos da agua possuem relevancia pois
trazem informagdes para adogdo de medidas preventivas e auxiliam nas politicas publicas
de saneamento basico (OLIVEIRA, et al., 2020). No ambiente aquético frequentemente
sdo encontradas bactérias potencialmente patogénicas para humanos e animais, sendo que
as principais sdo aquelas pertencentes ao grupo de coliformes, que inclui o género

Escherichia (PONGELUPPE, 2009; BAQUERO, MARTINEZ, CANTON, 2008).

Os macroinvertebrados bentdnicos sdo organismos amplamente distribuidos que
vivem aderidos aos sedimentos do fundo de lagos e rios muito utilizados em programas
de biomonitoramento. Eles possuem diversas funcdes ecologicas, participam da ciclagem
de nutrientes e sao bioindicadores de qualidade da agua (SVENSSON, ef al., 2018). As
comunidades bentonicas apresentam-se como um método complementar eficaz, pois a
integridade desses animais estd intimamente relacionada a possiveis alteragdes no habitat

e presenga de substancias poluidoras (SILVA, EVERTON, DE MELO, 2016).

Entre os insetos aquaticos, aqueles pertencentes as ordens Ephemeroptera, Plecoptera
e Trichoptera (EPT) ¢ um grupo importante por apresentarem alta abundancia e riqueza
de espécies. Esses animais apresentam sensibilidade a poluigdo, estando presentes em
aguas limpas com oxigenagdo elevada (RIGHI-CAVALLARO, SPIES, SIEGLOCH;
2010). J& a familia Chironomidae € um grupo de organismos muito amplo e se caracteriza

pela alta resisténcia, podendo habitar diversos ambientes aquaticos, mesmo aqueles que
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possuem baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (CHAGAS, et al., 2017). Os
indices biodticos bentonicos e abordagens multimétricas vem recebendo destaque na
literatura internacional, sendo essa ferramenta amplamente utilizada em estudos de

ecossistemas aquaticos (FERREIRA, PAIVA, CALLISTO, 2009).

O uso de espécies de peixes em estudos de monitoramento ambiental ¢ bastante
eficiente, pois s3o componentes comuns e de facil amostragem, além disso, podem refletir
os disturbios em diversas escalas por sua posi¢do proxima do topo da cadeia alimentar
(FREITAS & SOUZA, 2009). Alteragdoes histopatologicas t€ém sido amplamente
utilizadas como biomarcadores em estudo de campo com a finalidade de avaliar a satde
de peixes, que refletem as condigdes de determinados ambientes (CAMARGO &
MARTINEZ, 2007). Os organismos aquaticos quando sdo expostos a poluentes sofrem
danos a nivel celular e tecidual, podendo causar alteragdes histoldgicas e comprometer a

funcao de o6rgaos (BALULA, 2011).

As branquias sdao orgdos muito importantes que desempenham a fungdo de trocas
gasosas ¢ osmorregulagdo, excrecdo de produtos nitrogenados residuais, além disso,
diversas alteragdes, a nivel molecular resultantes da presenca de contaminantes, estao
associadas a este orgao (NIMET et al, 2019; BALULA, 2011). O grau de lesdes
morfologicas nas branquias pode representar o grau de impacto e polui¢cao ambiental que

determinado ambiente se encontra (JABEEN, et al., 2018).

O VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) ¢ em uma glicoproteina que tem
a capacidade de promover uma resposta antigénica, aumentando a permeabilidade
vascular (GRACA, et al., 2004). O processo conhecido como angiogénese ¢ fundamental
em determinadas fungdes fisiologicas. Ele permite a formacao de novos vasos sanguineos
a partir de vasos preexistentes (VALIATTIL et al., 2011). A ativacdo do VEGF esta
intimamente relacionada a estimulos externos tais como hipdxia e baixo pH (GRACA, et
al., 2004). Dada a importancia dessa proteina e suas multiplas funcdes fisioldgicas, ela
tem recebido destaque em estudos da vasculogénese e angiogénese (APTE, CHEN,

FERRARA, 2019).

O municipio de Diamantina esta localizado na regiao do Alto Vale do Jequitinhonha,
possui clima temperado imido, com inverno seco e chuvas no verdo. Temperatura média

anual de 18,3°C e vegetacao de Cerrado e Campo Rupestre (GIANOTTI, et al., 2013).
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Diamantina possui corregos e rios importantes em seu territorio, dentre eles o corrego da
Palha/Rio Grande, que percorre os bairros Rio Grande e Palha, e este, se encontra com o
Corrego da Prata que abastecem o ribeirdo do Inferno, afluente do rio Jequitinhonha

(VILAS BOAS, 2013).

Tendo em vista a complexidade da relagdo entre os moradores do municipio de
Diamantina com esses cursos d agua e dada a importancia ndo s6 ambiental, mas também
historica e cultural desses rios, sua preservagao e conservacao deve ser colocada como
prioridade pelo poder publico municipal e empresa prestadora de abastecimento de agua
e servicos de esgotamento sanitario. Além disso, um dos fundamentos da Lei 13.199 que
dispde sobre a Politica Estadual de Recursos Hidricos ¢ o direito de acesso de todos aos
recursos hidricos, sendo prioritarios os usos para abastecimento publico e manutencao
dos ecossistemas. Esse documento também ressalta a participagdo do poder publico, dos

usuarios e das comunidades na gestao dos recursos hidricos (MINAS GERAIS, 1999).

Atualmente, 80% do efluente doméstico ¢ coletado no municipio, sendo que
desses, 35% recebe tratamento (COPASA, 2019). O objetivo do presente estudo consiste
em uma avaliag¢do do estado ecoldgico do Corrego da Prata, considerando a paisagem do
entorno, analises fisicas, quimicas e microbioldgicas da adgua, avaliacdo da comunidade
bentonica e analises morfologica e molecular da ictiofauna encontrada no corrego em

diversos pontos, desde sua nascente até sua foz em periodo de chuva e de seca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o estado ecologico do rio Coérrego da Prata em estagdes de chuva e seca

utilizando bioindicadores.

2.2 Objetivos especificos

I) Avaliar as caracteristicas ecoldgicas de diversidade de habitats do Cérrego da Prata;

IT) Determinar as caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas que refletem a

qualidade da 4gua do Corrego da Prata;

III) Fazer o levantamento da comunidade de macroinvertebrados bentonicos e

correlacionar com a qualidade da 4dgua e estado ecoldgicos do rio;

IV) Verificar a presenca ou auséncia de peixes nos pontos amostrais e relacionar sua

morfofisiologia com a qualidade da agua;

V) Analisar a influéncia sazonal no estado ecoldgico do rio comparando estagdes de seca

e chuva.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudo

A area estudada foi o Corrego da Prata, situado na bacia hidrografica do rio
Jequitinhonha, em Diamantina, Minas Gerais. Foram definidos seis (6) pontos de
amostragem no Corrego da Prata e um ponto no Coérrego Formacgdo, considerando
caracteristicas geograficas do leito (volume, presenca de cachoeiras, acessibilidade das
margens, presenca de afluentes), ocupagdo humana (presenga de casas ou construcdes) e

pontos de despejo de efluentes domésticos (Figura 1).

O rio Jequitinhonha, nasce na Serra do Espinhaco, no municipio do Serro/MG e
abrange os estados de Minas Gerais e Bahia. A ocupag¢do e povoamento dessa bacia foi

desencadeada pela procura de ouro e diamante na regido (FERREIRA & SAADI, 2013).

Os pontos P1 e P2 estdo localizados préximos a duas nascentes do Corrego da Prata,
sendo o primeiro localizado na area periurbana do bairro Japao e o segundo na area urbana
do bairro Campo Belo, e ambos, sdo classificados pelo plano diretor do municipio como
Areas de Preservacio (DIAMANTINA, 1999). E importante ressaltar que no ponto P2
existe uma preocupacao em relacdo a pressdo imobiliaria que pode acarretar poluigdo

hidrica com a constru¢ao de novos loteamentos proximos as margens do curso d’agua.

O ponto P3 esta localizado também no bairro Japao e o ponto P4 estd proximo ao
condominio Prata. Apesar da proximidade geografica entre esses pontos, possuem
caracteristicas fisicas bem distintas. Os pontos P5 e P6 localizam-se na é4rea urbana,
respectivamente nos bairros Prata e Palha, ambos com uma densidade populacional
elevada. O ponto PO, considerado referencial ecoldgico nesse estudo, € caracterizado por

minima influéncia antrdpica e classificado como Reserva Legal (Tabela 1).
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Figura 1. Localiza¢ao dos pontos amostrais do Corrego da Prata e Cérrego Formagao em

Diamantina, MG inseridos na bacia do rio Jequitinhonha.
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Tabela 1. Area de zoneamento e coordenadas geograficas dos sete pontos amostrais do

Corrego da Prata (P1, P2, P3, P4, P5 e P6) e Corrego Formagdo (P0) - Diamantina-MG

Pontos A rea do Zoneamento Coordenadas Geograficas
amostrais Latitude Longitude
PO Rural 18,2641°S 43,6250° W
P1 Periurbano 18,2516° S 43,6278° W
P2 Urbano 18,2454° S 43,6289° W
P3 Periurbano 18,2487°S 43,6194° W
P4 Periurbano 18,2496° S 43,6155°W
P5 Urbano 18,2564° S 43,6008° W
P6 Urbano 18,2590° S 43,5839° W

3.2 Periodo de Amostragem

As coletas foram realizadas em dois momentos, periodo de seca (setembro de
2019) e periodo de chuva (fevereiro de 2020) definidos de acordo com os dados do
Instituto Nacional de Meteorologia- INMET das médias de precipitacdes mensais

acumuladas de 2010 a 2019 para a regido (Figura 2).
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Figura 2. Precipitacdo acumulada mensal (mm) entre os anos 2011 € 2020 do municipio
de Diamantina, MG de acordo com dados pluviométricos registrados pelo INMET. Coleta

de chuva (*), coleta de seca (**).
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3.3 Protocolo de Avaliagao Rapida de Diversidade de Habitats

Foi utilizado o Protocolo de Avaliagdo Répida de Diversidade de Habitats
(PARDH) elaborado por Callisto, et al. (2002) (Anexo A) para avaliar as condi¢des de
habitats, niveis de conservacao de cursos d’agua e da regido no entorno. Esse protocolo
pontua 22 parametros, e classifica os trechos de rios em Impactado - pontuacao entre 0 e

40, Alterado - entre 41 e 60 ou Natural - entre 61 e 100.
3.4 Anilises Fisico-quimicas da Agua

Os parametros fisico-quimicas foram medidos in situ, utilizando o aparelho
medidor de parametros Hanna® HI 9828. Foram feitas trés medi¢des em cada ponto, e as
variaveis avaliadas foram pH, temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L). Para
comparagdo dos resultados entre os pontos amostrados e entre as coletas sazonais, foram
realizadas Anélise de Varidncia (ANOVA), seguida de um teste de comparagdo de médias
Scott-Knott, com nivel de 5% de significancia utilizando o ambiente R (R CORE TEAM,
2018).

3.5 Analises Microbiologicas da Agua

As amostras de agua foram coletadas nos pontos P2, P4, PS5 e P6 em frascos
esterilizados e conservadas em caixa térmica contendo gelo. Depois, foram encaminhadas
para o laboratorio de Bioprocessos no Departamento de Farmdacia da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, para processamento das analises. Para
determinagdo dos coliformes totais e termotolerantes na agua, foi utilizado o método do
NMP, técnica do nimero mais provavel ou tubos multiplos, recomendado pela Fundacdo

Nacional de Satde (BRASIL, 2013).
3.5.1 Coliformes Totais e Termotolerantes

A andlise de coliformes totais consistiu em transferir as amostras de agua coletada
em diferentes diluicdes (1:1, 1:10 e 1:100) para tubos de ensaio contendo um tubo
invertido de Durhan e o caldo Lauril Sulfato Triptose (LST). Para cada amostra de agua
foram utilizados 15 tubos (3 dilui¢des e 5 repeti¢des). Os tubos foram incubados na estufa
a 35°C, durante 24-48 horas (Figura 4). Apos esse periodo foi possivel identificar o
resultado do teste, foram considerados positivos, aqueles que apresentaram formacao de

gas dentro dos tubos de Durhan.
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A partir dos resultados positivos dos testes de coliformes totais, foi realizado o
teste de coliformes termotolerantes (Figura 4), utilizando o caldo EC. As amostras
inoculadas no teste de coliformes totais foram transferidas para os tubos contendo caldo
EC. Em seguida, os tubos foram para o banho maria regulado a 44,5°C por 48 horas. Os
tubos que produzirem gas no tudo de Durhan (Figura 3) tiveram seus resultados anotados

para posterior verificagdo na tabela de NMP (ANEXO B).

Figura 3. Resultado negativo para coliformes/auséncia de bolhas (A); Formagado de gas

no tubo de Durhan, indicando resultado positivo para coliformes (B).
3.5.2 Antibiograma

Foi utilizada a técnica de difusdo de disco de susceptibilidade de Kirby e Bauer
(Figura 4), que tem como objetivo determinar a sensibilidade ou resisténcia de bactérias
a determinados antibidticos (TEIXEIRA, FIGUEIREDO, FRANCA, 2019). No presente
estudo, a bactéria analisada foi a Escherichia coli (E. coli), do tipo gram-negativa, que
sdo encontradas normalmente no intestino de pessoas saudaveis, mas algumas cepas

podem causar infec¢do no trato digestorio.

Inicialmente, foi preciso confirmar se a colonia presente era realmente do tipo E. coli,
para isso, foram transferidas por meio da técnica de esgotamento, as amostras dos testes
positivos de coliformes termotolerantes com a alga bacterioldgica devidamente flambada
e resfriada, para as placas de Petri contendo 4gar EMB. As placas foram colocadas na

estufa, e a leitura foi feita apds 24h. As placas que obtiveram a colorag¢ao verde-brilhante
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foram consideradas colonias tipicas de E. coli. A fim de isolar a colonia, foram
transferidas as colonias para o 4gar BHI com a alg¢a bacteriologica, novamente as placas
foram para a estufa e os resultados foram lidos em 24h. Logo, apos foi feita a técnica de
coloragao pelo método gram. As bactérias do tipo gram-negativa, como E. coli,
apresentaram coloragdo fucsina apds o procedimento. Apds a confirmagao do gram, as
coldnias isoladas no agar BHI, foram transferidas para solugao salina (NaCl 0,85%) até
se obter uma turvacao compativel com o grau 0,5 da escala Mac Farland. O swab estéril
foi embebido nessa solucao, semeando em seguida de forma suave em todas as direcoes
na placa contendo agar Muller-Hinton. Com o auxilio da pin¢a flambada e resfriada,
foram colocados os discos de antibiograma. Os antibioticos utilizados foram: Amoxilina
+ Clavulanato, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol + Trimetoprim. As placas foram
incubadas em estufa a 36°C por 24 horas e a leitura foi feita medindo-se o halo inibitorio
de cada disco com a ajuda de uma régua. Os resultados foram anotados e comparados
com a tabela de referéncia, com o objetivo de determinar se a bactéria em analise ¢é

sensivel, intermediaria ou resistente ao antimicrobiano testado.
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Figura 4. Analises microbioldgicas de coliformes totais, coliformes termotolerantes e

antibiograma realizadas no Corrego da Prata nos periodos de chuva e seca.
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3.6 Diversidade de Macroinvertebrados Bentonicos

Para a coleta dos macroinvertebrados foi utilizado um amostrador tipo Surber,
com area util de 900 cm? e malha coletora de 250 um. Para cada ponto foram feitas trés
réplicas. As amostras foram fixadas em formaldeido 4%, etiquetadas e encaminhadas ao
laboratorio de Ecofisiologia Animal DCBio- UFVIM. O material foi lavado em peneira
granulométrica de 100 pm e os individuos coletados, foram triados e identificados sempre
que possivel ao nivel taxondmico de familia, utilizando literatura especifica (MUGNALI,
et al., 2010) e microscopio estereoscopio. Apos identificacdo, os individuos foram

conservados em alcool etilico 80%.

Foram utilizadas as métricas de abundancia total, riqueza, %EPT e
%Chironomidae para caracterizagdo da comunidade bentonica. Para classificagdo da
qualidade da 4gua nos trechos amostrados, foi utilizado o indice Biological Monitoring
Working Party/Average Score per Taxon (BMWP/ASPT) Minas (Junqueira et al., 2018).
Esse método consiste em dividir a soma total das pontuagdes de BMWP pelo ntimero de
taxons presentes em cada ponto de amostragem. Para realizagdo desse calculo, foram
utilizadas as pontuacdes Biological Monitoring Working Party (BMWP) adaptado do
BMWP Minas proposto por Junqueira et al. (2018), e incluso os scores para os taxons

Nematoda e Collembola proposto por Camelo (2013) (ANEXO C).

A andlise de ordenacdo do tipo escalonamento multidimensional ndo-métrico
(NMDS) foi realizada utilizando o software R (R CORE TEAM, 2018) para verificar a

distribui¢@o espacial da comunidade bentdnica entre os pontos amostrados.
3.7 Morfofisiologia de Peixes

Foram capturados 6 peixes em cada ponto utilizando rede tipo picaré com
dimensdes de um metro e meio de altura por trés metros de largura e malha de 5x5 mm.
Apos a captura, os animais foram eutanasiados conforme aprovagdo prévia do parecer
pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA)- UFVIM e registro SISBIO. Suas
branquias foram retiradas (Figura 5) e fixadas em Paraformaldeido 4% por 24 horas e
transferidas para a solugdo tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 onde permaneceram até o
processamento. Apos a fixagdo, os tecidos passaram pelo processo de desidratacdo que
consiste na retirada da dgua do interior da célula, para isso, os tecidos foram imersos em

alcool 50% pernoite e passaram por uma série crescente de banhos em alcool (60%,70%,
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80%, 90%, 100% I e 100% II) por uma hora em cada concentragdo. Logo apos passaram
pelo processo de diafanizacdo, processo pelo qual, torna o tecido translucido, passando
por banhos de xilol I e xilol IT por uma hora cada. Na etapa seguinte, denominada
inclusdo, os tecidos foram embebidos em parafina histologica, inicialmente,
permaneceram imersos na estufa a 60° em parafina I overnight, parafina II durante uma
hora, e por fim, os blocos foram confeccionados em parafina III. Foram realizados cortes
de secgdes de 5 um em um microtomo (ERM 3100) e depositados em laminas, sendo

essas armazenadas até o procedimento de coloracao.

Opéreulo

Branquia -

Figura 5. Branquias de Astyanax fasciatus coletados no Coérrego da Prata e Corrego

Formacao nos periodos de chuva e seca. Barra: 1cm.
3.7.1 Colorac¢iao Hematoxilina e Eosina (HE)

Foram realizadas coloragdo de Hematoxilina e Eosina com o objetivo de
contrastar as estruturas teciduais e diferenciar o citoplasma do nucleo, fornecendo assim
caracterizacao e identificacdo morfologicas dos tipos de celulares (ANEXO D). Apds a
coloracdo as laminas foram montadas, os fragmentos foram protegidos pela cobertura
com laminulas de vidro utilizando permount, e apds a secagem, as laminas foram

fotomicrografadas em um microscépio (Labomed, LX400p).
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3.7.2 Imunohistoquimica (IHQ)

Para realiza¢do do procedimento de imunolocalizacdo de proteinas, foi utilizado
o anti-VEGF (Novus Bio NB100527) diluido na propor¢ao de 1:1000 em solugdo de PBS
(Tampao fosfato salino). Foram dispostos trés cortes em cada lamina, onde foi aplicado
50 ul de solugao PBS em um dos cortes (controle negativo) e nos outros dois, foram
aplicados 50 pl do anticorpo anti-VEGF. Durante as etapas descritas detalhadamente no
ANEXO E, o anticorpo reage com o VEGF celular e esta reagdo ¢ amplificada pelo
cromogeno DAB (tetra-hidrocarboneto 3,5-diamino-benzidina) e quanto maior for a
coloragao celular e tecidual marrom-amarelada, maior est4 sendo a expressao da proteina
estudada. Posteriormente, para realizar a contra-coloragdo do cromoégeno, utilizou-se a
Hematoxilina. Ao final da realizacdo da ITHQ, as laminas foram montadas e depois da
secagem por aproximadamente 72 horas, foram feitas fotomicrografias em microscéopio

optico (Labomed LX400p) para observagao da expressao do anticorpo no tecido.

4. RESULTADOS
4.1 Protocolo de Avaliacao Rapida de Diversidade de Habitats

A avali¢do das condicdes fisicas dos pontos de amostragem, demonstraram que o
ponto referencial e os pontos mais proximos das nascentes se encontram mais
preservados, ja os pontos proximos a foz apresentaram impactos ambientais evidentes
como odor indesejavel da agua, auséncia de mata ciliar e instabilidade das margens

(Figura 6).
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Figura 6. Pontos amostrais do Corrego da Prata (P1, P2, P3, P4, P5 e P6) e referencial

ecologico (P0) do Corrego Formagao em Diamantina-MG.

As pontuagdes do Protocolo de Avaliacdo Rapida de Diversidade de Habitats
(PARDH) variaram de 45 (P6C) a 98 (POC e POS). Os pontos PO, P1, P2, P3 e P4 foram
classificados como naturais. Os pontos P5 e P6 foram classificados como alterados. A
classificagdo dos pontos foram as mesmas nos periodos de chuva e seca, porém as

pontuacdes foram diferentes (Tabela 2).
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Tabela 2. Pontuagao e classificacao do Protocolo de Avaliagao Répida da Diversidade de
Habitat dos pontos amostrais do Cérrego da Prata e Cérrego Formacao em Diamantina-

MG, durante periodos de seca e chuva

Pontos de Periodo de Seca Periodo de Chuva
Amostragem | Pontuagdo Classificagao Pontuacao Classificacao
PO 98 Natural 98 Natural
P1 96 Natural 97 Natural
P2 90 Natural 96 Natural
P3 84 Natural 74 Natural
P4 68 Natural 68 Natural
P5 53 Alterado 49 Alterado
P6 52 Alterado 45 Alterado

4.2 Analises Fisico-quimicas da Agua

De uma forma geral, os parametros fisico-quimicos avaliados apresentaram
diferengas significativas entre os pontos e estacdes amostradas. O pH da agua na época
de seca foi acido (inferior a 7) em todos os pontos. Na época chuvosa, os pontos PO, P1,
P2 e P3 também foram classificados como &cidos, ja os pontos P4, P5 e P6, nessa mesma
época, foram bésicos. A temperatura da 4gua na época de chuva foi superior ao periodo
seco em todos os pontos amostrais, exceto no ponto P3. O pardmetro de oxigénio
dissolvido apresentou diferenga significativa em todos os pontos, com exce¢ao do ponto

P1.
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Tabela 3. Médias de ph, temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) dos pontos

amostrais, do Corrego da Prata e Corrego Formagao nos periodos de seca e chuva. Médias

seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maidscula nas linhas ndo diferem

entre si pelo teste “Scott-Knott”, em nivel de 5%.

Pontos Temperatura (°C) OD (mg/L)
Amostrais Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva
PO 595gB  696cA 1833hB 2450cA 726bA 538cB
P1 537hB  6,16fA 18,02hB 2537bA 6,88bA 696bA
P2 6,15fB  682cA 1635jB 20,00fA 738bB 854aA
P3 621 fB  6,78c A 2453cA 22,00dB 585¢cB 722bA
P4 644e¢B 782bA 21,07eB 26,08aA 4,69dB 590cA
P5 6,50dB 795aA 1907gB 2548bA 437dB 589cA
P6 6,59dB 8,00aA 173iB 2195dA 3,54e¢eB 441dA

4.3 Parametros Microbiologicos da Agua

4.3.1 Coliformes Totais e Termotolerantes

As analises microbiologicas de coliformes totais e termotolerantes indicaram

valores baixos no ponto localizado proximo a nascente (P2), ja os outros trés pontos

amostrais, obtiveram valores maximos (1600 NMP/100 ml) nos dois periodos de coleta.

Tabela 4. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes nos

pontos coletados ao longo do Coérrego da Prata, Diamantina-MG nos periodos de seca e

chuva.
Pontos Coli Totais (NMP/100 mL) Coli Termotolerantes (NMP/100 mL)
amostrais Seca Chuva Seca Chuva
P2 300 300 70 240
P4 1600 1600 1600 1600
P5 1600 1600 1600 1600
P6 1600 1600 1600 1600
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4.3.2 Antibiograma

Os resultados da andlise de antibiograma, evidenciam que as bactérias foram
sensiveis aos antibidticos utilizados nesse estudo, com exce¢do do ponto P2 no periodo
de seca, onde as bactérias E. coli demonstraram resisténcia ao antibidtico

amoxicilina+clavulanato (Tabela 5) (Figura 7).

Tabela 5. Resultado da leitura do halo de inibi¢ao do teste de antibiograma nos periodos

de seca e chuva (R: Resistente, S: Sensivel, I: Intermediario).

P2 P4 P5 P6
Antibioticos
Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva
AMC R S S S S S S S
SUT N S S S S S S S
CIP N S S S S S S S

Figura 7. Halos de inibi¢ao representando a sensibilidade das bactérias aos antibioticos

estudados (A); Resultado do teste de antibiograma no ponto P2 no periodo de seca,

representando a resisténcia de bactérias E. coli ao antibiotico Amoxilina + Clavulanato

(B).
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4.4 Diversidade de Macroinvertebrados Bentonicos

Foram identificados 6070 individuos de macroinvertebrados bentonicos, sendo esses
distribuidos em 33 taxons (Tabela 6). As familias mais abundantes foram Chironomidae

(65,83%), Simuliidae (20,15%), Baetidae (5,44%) e Hydroptilidae (2,64%) (Figura 8).

(A) e (B) © e (D)

Figura 8. Macroinvertebrados bentonicos mais representativos coletados no Corrego da
Prata e Corrego Formacao nos periodos de chuva e seca (A) Chironomidae (B) Simuliidae

(C) Baetidae (D) Hydroptilidae. Barra: 2mm.

A maior riqueza, ou seja, numero de familias, foi encontrada no ponto referencial
(PO) seguida dos pontos a montante (P1 e P2). O indice biético BMWP/ASPT classificou
a qualidade da dgua no PO, Ple P2 como boa, P3 de regular a boa, P4 regular, P5 de
regular a péssima e P6 de regular a ruim. Foram encontrados espécimes do grupo EPT
nos pontos PO, P1, P2 e P3. A porcentagem de Chironomidae foi maior nos pontos
urbanos, apesar dessa familia estar presente em todos os pontos e periodos de coleta.

(Tabela 7).



Tabela 6. Abundancia de macroinvertebrados bentonicos encontrados no Corrego da Prata e Corrego Formagao nos periodos de seca (S) e chuva (C).
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PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
Taxon Familia Total
S C S C S C S C S C S C S C
Coleoptera Elmidae 24 17 2 1 1 1 1 47
Gyrinidae 15 15
Psephenidae 3 4 7
Torridincolidae 1 17 7 25
Collembola - 1 1 1 3
Diptera Ceratopogonidae 19 1 1 21
Chironomidae 691 312 177 94 35 11 263 18 371 324 649 256 397 398 3996
Culicidae 1 3 4 8
Empididae 3 3 2 1 9
Psychodidae 2 2 3 1 8
Simuliidae 55 48 143 96 13 109 580 123 8 44 1 3 1223
Stratiomyidae 1 1 2
Ephemeroptera Baetidae 48 101 158 20 2 1 330
Leptophlebiidae 8 1 9
Hemiptera Gerridae 1 1
Mesoveliidae 1 1
Vellidae 10 10

(Continua)
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PO P1 P2 P3 P5 P6
Taxon Familia Total
S C S C S C S C S C S C S
Hydracarina - 16 16 1 1 4 38
Lepidoptera Pyralidae 4 24 28
Mollusca Physidae 2 10 12
Nematoda Nao identificada 4 1 1 6
Oligochaeta - 1 7 2 7 6 1 11 9 44
Odonata Coenagrionidae 5 5
Calopterygidae 2 2 4
Libellulidae 2 1 2 1 6
Plecoptera Gripopterygidae 3 1 1 5
Perlidae 2 4 6
Trichoptera Calamoceratidae 4 3 7
Glossosomatidae 3 3
Helicopsychidae 4 1 5
Hydrobiosidae 2 3 2 7
Hydropsychidae 13 2 3 1 19
Hydroptilidae 78 73 2 5 1 1 160
Abundancia 973 603 483 263 80 131 860 151 379 336 667 327 409 408 6070
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Tabela 7. Indices bidticos de riqueza e BMWP/ASPT, classificagdo da qualidade da agua segundo BMWP/ASPT, % EPT, % de Chironomidae

no Corrego da Prata e Corrego Formacao nos periodos de seca (S) e chuva (C).

[ndices Biéticos PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
S C S C S C S C S C S C S C
BMWP 108 103 33 64 73 37 41 24 20 16 8 25 15 24
Riqueza 18 18 6 11 13 7 8 6 6 5 4 6 5
BMWP/ASPT 6 5,7 5,5 5,8 5,6 53 5,1 4 3,3 3,2 2 4,2 3 4
Classificacao
Boa Boa Boa Boa Boa Boa Boa Regular Ruim Ruim Péssima Regular Ruim Regular
BMWP/ASPT
%EPT 0,16 031 0,33 0,1 0,14 0,02 0 0,01 0 0 0 0 0 0
%Chironomidae 0,71 0,52 0,37 036 044 0,08 0,31 0,12 0,98 0,96 0,97 0,78 0,97 0,98
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A ordenagao por NMDS permitiu melhor visualizacao da distribuicao espacial das areas
avaliadas. Os pontos P1, P2 e P3 ficaram distribuidos na por¢ao central e na parte esquerda do

grafico. Os demais pontos, se agruparam, situando-se na parte direita do grafico (Figura 9).

A PO
0.41 ¢ Po
® P
ool Ap estacao
g AP ® chuva
= A ceca
041 Ap;
er
er:3
A5 4.0 05 0.0
NMDS1

Figura 9. Ordenacdo NMDS da comunidade bentonica dos pontos amostrais por condigdes:
natural, periurbano e urbano dos coérregos da Prata e Formagdo nas estacdes de chuvosa (C) e

seca (S).
4.5 Morfofisiologia de Peixes

Foram coletados seis peixes em cada ponto amostral, nos dois periodos avaliados. Nos
pontos PO, P1, P2 e P3 foram encontrados peixes da espécie Astyanax fasciatus Cuvier 1819
(Teleostei; Characidae). Excepcionalmente, no periodo da chuva foi encontrado também no
ponto P3 a espécie Geophagus brasiliensis Quoy & Gaimard, 1824 (Cichliformes: Cichlidae).
Nos pontos P4, P5 e P6 foram constatadas apenas a presenca da espécie Poecilia reticulata

Peters 1859 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) (Figura 10).
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®)

Figura 10. Peixes coletados no Corrego da Prata e Corrego Formacgao nos periodos de chuva e

seca. (A) Astyanax fasciatus; (B) Poecilia reticulata (C) Geophagus brasiliensis. Barra: 1cm.

4.5.1 Coloracao Hematoxilina- Eosina (HE)

De acordo com as andlises histologicas dos peixes coletados nos diferentes periodos e
pontos amostrais, dos peixes da espécie Astyanax fasciatus, apenas os pontos P1 chuva e seca

apresentaram lesoes evidentes. (Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus. Coloragdo Hematoxilina e Eosina.
Comparagéo das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de amostragem

PO, P1 P2 e P3. Barra 400 pm. Lesdo morfologica: fusdo parcial dos filamentos (estrela).
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Ja nos peixes da espécie Poecilia reticulata, foram encontradas as seguintes lesdes
morfoldgicas: aneurisma, fusdo total dos filamentos, descolamento do epitélio lamelar, fusao

parcial dos filamentos, hipertrofia de células de cloreto (Figura 12).
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Figura 12. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Coloragdo Hematoxilina e
Eosina. Comparagdo das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos
de amostragem P4 P5 e P6. Barra de 400 pm. Lesdes morfologicas: aneurisma (cerquilha),
fusdo total dos filamentos (asterisco), descolamento do epitélio lamelar (seta), fusdo parcial dos

filamentos (estrela), hipertrofia de células de cloreto (cabeca de seta).

A espécie Geophagus brasiliensis encontrada apenas no P3 no periodo de chuva nao

apresentou lesdes histopatoldgicas em suas branquias (Figura 13).
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(B

Figura 13. Fotomicrografias de branquias de Geophagus brasiliensis encontrada no P3 no
periodo de chuva. Coloragdo Hematoxilina e Eosina. (A) Barra de 100 um (B) Barra de 400

um.
4.5.2 Imunohistoquimica

A analise de THQ evidenciou que houve expressdo imunohistoquimica da proteina
VEGEF nas branquias de Astyanax fasciatus. em todos os pontos, tanto na coleta de chuva,
quanto na coleta de seca, no entanto, houve variagdes nessa expressao. O ponto P1 foi o que
apresentou maior expressdo, principalmente no periodo chuvoso e o ponto P3 na estagdo seca

(Figura 14) (Figura 15).
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Figura 14. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus Imunohistoquimica- VEGF.
Comparagdo das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de

amostragem PO, P1 P2 e P3. Barra de 400 um.
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Figura 15. Fotomicrografias de branquias de Astyanax fasciatus. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparacao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de

amostragem PO, P1 P2 e P3. Barra de 1000 pm.

Também houve expressdo da proteina estudada nos peixes da espécie Poecilia
reticulata, constatando que esses animais estdo sofrendo uma condicdo de estresse devido a
baixa oxigenacdo da 4gua. Todos os pontos urbanizados apresentaram expressao da proteina

VEGF de forma acentuada (Figura 14) (Figura 15).



42

Figura 16. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparagao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de

amostragem P4, P5 e P6. Barra de 400 um.
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Figura 17. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata. Imunohistoquimica- VEGF.
Comparacao das branquias no periodo chuvoso (C) e no periodo da seca (S) nos pontos de

amostragem P4, P5 e P6. Barra de 1000 pm.
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5. DISCUSSAO

5.1 Protocolo de Avaliacio Rapida de Diversidade de Habitats

O resultado do Protocolo de Avaliagdo Réapida de Diversidade de Habitats demonstrou
que no decorrer dos trechos amostrados houve um decréscimo da qualidade da agua, refletindo
dessa forma, os impactos negativos gerados pelo processo de urbanizagdo. Os impactos
antropicos decorrentes do uso e ocupagao do solo influenciam diretamente para a mé qualidade

da agua (OLIVEIRA & NUNES, 2015).

O Ponto PO, inserido no Coérrego Formacao possui minima influéncia antropica e
caracteristicas qualitativas muito proximas de ambientes naturais. Os Pontos P1 e P2
localizados proéximos a nascentes, caracterizam-se por vegetagdo no entorno, substrato
composto por pedras e cascalhos e estabilidade de margens. O P2 apresentou diferengas
sazonais nos scores, pois houve variagao na rapidez do fluxo de 4gua, sendo maior no periodo
chuvoso. O ponto P3 também preserva algumas caracteristicas naturais possui vegetagao
natural, auséncia de odor e oleosidade na dgua. A pontuacdo do PARDH no P3 foi menor no
periodo chuvoso, pois foi observado maior instabilidade nas margens. No P4 identificou-se
poluicdo gerada por residuos sélidos na dgua e entorno nos dois momentos de coleta. Apesar
disso, ndo havia evidéncias de erosdo e era composto por vegetacdo natural. Nos pontos P5 e
P6 a interferéncia humana ¢ evidente devido a presenga de residéncias e estradas proximas aos
pontos amostrais. A 4agua possui odor forte e oleosidade em fungdo do despejo de esgoto
doméstico nesses locais, largura muito pequena de mata ciliar, fundo lamoso e instabilidade nas

margens.

Os trechos classificados como “alterados” (P5 e P6) sofrem intensa pressdo de
atividades antrdpicas, como criagdo extensiva de gado e langamentos pontuais de esgotos
domésticos in natura (CALLISTO, et al., 2002). Os esgotos sdo despejados de forma natural
nas valas e nos rios, sendo a 4gua contaminada a principal causa de varias enfermidades. A
influéncia do homem nesse contexto, tem levado a uma expressiva queda da qualidade da 4gua

e diminui¢do da biodiversidade aquatica (VASCONCELOS & SOUZA, 2011).

5.2 Anilises Fisico- quimicas da Agua

As analises demonstraram que o pH foi maior na chuva em todos os pontos. Piratoba,
et al. (2017) também chegaram a esse resultado. Todos os pontos na estiagem foram

caracterizados como acidos (<7), assim como os pontos PO, P1, P2 e P3 no periodo de chuva.
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De acordo com a Resolugao CONAMA 357/2005, o ph deve estar entre 6 e 9 para cursos d’agua
classe 2, no entanto ha excegdes, onde a acidificacdo da 4agua ¢ provocada por influéncias
naturais caracterizados por rios de cores intensas, devido a presenca de acido humicos
resultantes da decomposicdo de vegetagdo (FUNASA, 2014). Esses valores baixos de ph
encontrados principalmente nos pontos PO e P1 no periodo de estiagem, também podem estar
associados ao solo de turfeiras encontrados na regido, que desempenham importante funcao
ambiental no acumulo de carbono (SILVA, et al., 2009). Os pontos P4, P5, P6 no periodo de
chuva foram um pouco acima da neutralidade. Em 4guas destinadas para abastecimento, valores

elevados dessa variavel podem causar incrustagdes (SOUSA, et al., 2016).

A temperatura ¢ um parametro fisico que mede a intensidade de calor. Ela pode ser
influenciada por fatores naturais, principalmente energia solar ou antropogénicos, tais como
despejos industriais (VON SPERLING, 1996). No estudo esse parametro variou 8,18°C na
estiagem e 6,08°C no periodo chuvoso. A legislacdo brasileira ndo exige valores minimos e
maximos para a temperatura, no entanto, a Resolugdo CONAMA 430 de 2011 estabelece 40°C
a temperatura maxima para o lancamento de efluentes. Os ambientes aquaticos no Brasil
possuem em média temperaturas de 20°C a 30°C (FUNASA, 2014), sendo assim, os resultados
encontrados nesse estudo estdo proximos ao esperado. A temperatura € uma variavel importante
de ser medida por influenciar diversas caracteristicas fisicas da agua. O aumento desse
parametro reflete na intensificagcdo da taxa de decomposicao da matéria organica, aumentando
a demanda bioquimica de oxigénio do ambiente aquatico, além de intensificar a liberagdes de
nitrogénio e foésforo (BUZELLI & CUNHA-SANTINO, 2013). As atividades fisioldgicas dos
peixes, como respiracdo, reproducdo e alimentacdo se relacionam diretamente com a
temperatura da dgua. Cada espécie possui uma determinada temperatura ideal, na qual melhor

se desenvolvem. Temperaturas muito elevadas podem levar a mortalidade de peixes (LEIRA,

etal.,2017).

O oxigénio dissolvido ¢ considerado um dos parametros mais importantes a ser medido
por ser um 6timo indicativo de qualidade da agua. Esse parametro € essencial para organismos
aerobicos sendo sua concentragdo inversamente proporcional a poluicdo hidrica

(BORTOLOTL et al., 2018).

Durante a estabilizagdo da matéria organica, as bactérias consomem o oxigénio,
podendo acarretar a reducdo dessa varidvel no meio aquatico, e esse processo pode resultar na

mortalidade de peixes (VON SPERLING, 1996). A Resolucio CONAMA 357 estabelece que
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em cursos d’agua classificados como classe 2, o Oxigénio dissolvido (OD) deve ser superior a
Smg/L. Dessa forma, os pontos urbanos P4, P5 e P6 amostrados na estiagem e o ponto P6 na
época de chuva nao atenderam a essa exigé€ncia. Para a sobrevivéncia de espécies piscicolas, €
necessaria a concentragdo minima de 4mg/L. de oxigénio disponivel (FUNASA, 2014). Baixas
concentracdes de oxigénio na agua podem acarretar doengas, lesdes, redugao no crescimento e

até mortalidade de peixes (LEIRA, et al., 2017).

5.3 Analises Microbiologicas da Agua

5.3.1 Coliformes Totais e Termotolerantes

De acordo com os resultados analisados, houve diferenca nos valores de coliformes
termotolerantes entre os periodos de chuva e seca no ponto P2, localizado proximo a nascente
do Corrego da Prata, sendo que na chuva esse valor foi superior. E conhecida a correlagdo
positiva entre a presenga da bactéria E. coli e precipitagdo pluviométrica (OLIVEIRA, et
al.,2014, RAMOS et al., 2016). Esses resultados apontam que essa relagao pode estar associada

ao carreamento de poluentes para o curso d’agua durante o periodo chuvoso.

Os demais pontos amostrados (P4, P5 e P6), obtiveram pontuagdes maximas de NMP
(1600) tanto para coliformes totais, quanto para coliformes termotolerantes em ambos os

periodos amostrais.

Acredita-se que as concentracoes elevadas de poluentes microbioldgicos encontrados
nos pontos urbanizados, sdo provenientes de despejos sanitarios nao tratados podendo estar
associados as condicdes socioecondmicas da popula¢do ao redor, que ndo tem acesso a esse
tipo de servico. Em estudo realizado no Rio Bacacheri em Curitiba no estado do Parana, os
resultados demonstraram que as populagdes carentes faziam o despejo diretamente no curso
d’4gua por meio de ligagdes irregulares por ndo terem acesso ao tratamento de efluentes
(NEVES, et al., 2015). A grande quantidade de residuos solidos encontrados no entorno dos
pontos amostrados, também podem ter relacdo com as alta concentra¢do de coliformes
encontradas nesses pontos, pois esses residuos sao responsaveis pelo carreamento de matéria

organica aos cursos d’agua (CANTANHEDE, ef al. 2014).

As aguas destinadas ao abastecimento quando ndo possuem tratamento, podem conter
micro-organismos patogénicos, tornando-se assim um veiculo de transmissdao de doencas como

febre tifoide e paratifoide, disenterias, coélera, diarreia e poliomielite, acometendo
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principalmente as criangas, podendo até levar a Obito, por isso, existe a necessidade do
monitoramento microbioldgico constante de rios (ALVES, ATAIDE, SILVA, 2018; NETO et
al.,2012). No municipio de Diamantina, a empresa responsavel pelo servigo de esgotamento
sanitario ¢ abastecimento de agua ¢ a COPASA, que possui contrato vigente até 2038
(DIAMANTINA, 2008). Nesse sentido, cabe ao poder publico municipal a importante tarefa

de fiscalizar a execugdo desses servigos, garantindo a populacdo acesso a agua de qualidade.

5.3.2 Antibiograma

As bactérias E. coli apresentaram sensibilidade aos antibidticos Amoxilina +
Clavulanato, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol + Trimetoprim nos pontos P4, P5 e P6. Ja no
ponto P2, na estagdo seca, as bactérias foram resistentes ao antibidtico Amoxilina +
Clavulanato. Essas bactérias podem ter origem em fezes de animais encontradas proximas ao
ponto de amostragem. Organismos resistentes a antibidticos entram em cursos d’agua através
de dejetos, ja que essa espécie tem como principal habitat o trato intestinal humano e animal

(BAQUERO, MARTINEZ, CANTON, 2008; SOUZA, et al., 2016).

Os testes de antibiograma tém grande relevancia na area das ciéncias médicas, pois dao
subsidios para determinacdo da terapia antimicrobiana a ser utilizada. Caso a escolha do

antibiotico seja inadequada, pode acarretar riscos ao paciente (SEJAS, ef al.,2003).

As bactérias sdo seres com ampla distribui¢do, ocupando os mais diversos ambientes.
Muitas desse grupo sdo benéficas, no entanto algumas bactérias podem ser causadoras de
doengas aos seres humanos. (SANTOS, 2004). A espécie Escherichia coli, avaliada nesse
estudo faz parte do grupo de coliformes termotolerantes e ¢ considerada indicadora de
contaminacao fecal recente, e sobrevive pouco tempo no ambiente (PONGELUPPE, et al. 2009,

BORTOLOT]I, et al., 2018).

Com a finalidade de impedir a multiplica¢do de bactérias patogénicas, a sociedade faz
uso de antibidticos, no entanto, esses tém sido usados de forma irregular e em quantidades
elevadas, ocasionando a resisténcia de bactérias, fazendo com que os antibidticos ndo facam
mais efeito. Fatores como uso indiscriminado desses farmacos associados as condigoes
precarias de higiene e nimero de pacientes imunocomprometidos influenciam no aumento da

resisténcia bacteriana (TEIXEIRA, FIGUEIREDO, FRANCA, 2019).

Assim como a populacdo adquire relativa resisténcia as doengas, os microrganismos

também desenvolvem certa resisténcia aos antimicrobianos, dessa forma, existe uma
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preocupacao crescente da humanidade e representa um desafio fazer a utilizagao correta e de

maneira racional dos antibioticos (FRANCO, et al., 2015).
5.4 Diversidade de Macroinvertebrados Bentonicos

Nesse estudo, quatro familias foram mais representativas (mais de 1%), sendo elas:
Chironomidae, Simuliidae, Baetidae e Hydroptilidae. A familia Chironomidae, pertencente a
ordem diptera, foi a mais abundante, encontrada em todos os pontos amostrados. Nos pontos
P4, P5 e P6 esse grupo representou quase 100% do total de individuos coletados. Estudos que
utilizaram macroinvertebrados bentdnicos como bioindicadores para avaliar a qualidade de rios,
também classificaram essa familia como a mais numerosa (SVENSSON, 2018; SILVA,
EVERTON, DE MELO,2016; CHAGAS, et al., 2017) Os Quironomideos sdo organismos que
possuem ampla distribuigao geografica, sdo os mais encontrados em adgua doce e indicam teores
de matéria organica elevados. Sua presenca pode estar associada a caracteristicas como
auséncia de mata ciliar e lancamento de efluentes sem tratamento (PIEDRAS, ef al., 2006). A
familia Simuliidae, foi a segunda mais abundante no estudo, popularmente conhecidos como
“borrachudos”, sdo encontrados com frequéncia ¢ ocupam os mais variados ambientes e
apresentam importancia médica por algumas espécies estarem associados a doengas, como a

oncocercose (BERTAZO, K., et al., 2010).

Os individuos pertencentes as ordens Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera (EPT)
foram encontrados em maior nimero no ponto referencial (P0) e nos pontos a montante (P1 e
P2). Esses organismos sdo considerados sensiveis a polui¢do, habitualmente vivem em aguas
limpidas, bem oxigenadas e sao considerados indicadores de boa qualidade de 4gua (CHAGAS,
et al., 2017). A familia Baetidae, terceira mais abundante, ¢ a mais diversa da ordem
Ephemeroptera, ¢ mais encontrada em ambientes 16ticos, mas também esta presente em
ambientes 1énticos (HAMADA, NESSIMIAN, QUERINO, 2014). A familia Hydroptilidae
pertencente a ordem Trichoptera, foi a quarta mais abundante, tendo maior representatividade
no ponto referencial (P0). As larvas desses insetos sdo muito pequenas, dificultando sua
visualiza¢do e sdo encontradas em uma variedade de substratos como vegetacdo submersa,
raizes rochas e cascalho e tem preferéncia por ambientes com maior velocidade de fluxo

(PESCADOR, et al. 2004; MARTINS, 2016).

A abundancia e riqueza dos individuos variaram entre os pontos e estacdes, sendo que

a riqueza foi maior nos pontos proximos a cabeceira. Nos pontos urbanizados, foi observado
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auséncia de mata ciliar. A supressao da vegetacao provoca a degradagdo da estrutura fisica de
habitats e consequentemente diminui a biodiversidade em ambientes aquaticos (CASTRO et
al., 2016). De uma forma geral, essas duas métricas foram maiores na estacao seca podendo
estar associado a uma maior estabilidade dos fatores ambientais, favorecendo assim, o
desenvolvimento dos organismos (THOMAZI, et al, 2008). Em contrapartida, resultados
encontrados em outros estudos avaliam que a diversidade maior no periodo chuvoso ocorre pelo

fato dessa estagdio proporcionar melhores condigdes de vida (YOBOUE, et al.,2020)

O uso de indices de macroinvertebrados ja ¢ conhecido e¢ muito utilizado no
monitoramento de rios. No entanto, ¢ preciso fazer a adaptacao considerando a regido em que
sera implementado (ROCHE, et al., 2010). O indice BMWP/ASPT proposto por Junqueira et
al. (2018), utilizado nesse estudo, foi adaptado para rios tropicais. Segundo essa métrica, 0s
pontos: referencial (P0), P1 e P2 tiveram uma classificagdo boa, tanto no periodo chuvoso,
quanto no periodo seco. O ponto P3 teve melhor classificacdo na estacdo chuvosa do que na
seca, sendo elas boa e regular, respectivamente. As aguas nos demais pontos (P4, P5, P6) foram
classificadas de regular a péssima, sendo as ordens de macroinvertebrados bentonicos mais

encontradas aquelas denominadas tolerantes ou resistentes a polui¢ao hidrica.

Pela analise espacial NMDS, observou-se que o ponto referencial (P0) apresentou maior
proximidade com os pontos proximos a cabeceira (P1 e P2). Em estudo realizado no corrego da
Palha, localizado no mesmo municipio do presente estudo, observou-se dois agrupamentos, um
entre os pontos a montante, € outro entre os pontos a jusante (SALGUEIRO, 2020). Além disso,
também foi verificado que quanto mais urbanizado o ponto de amostragem, mais distante ele
ficou do ponto de referéncia (P0). O tipo de substrato, velocidade da 4gua e presenca de
vegetacdo riparia, sao alguns dos fatores fisicos que podem influenciar nas comunidades
bentonicas. Além disso, a emissdo de esgoto doméstico, que ocorre nos pontos P4, P5 e P6, ¢
bastante prejudicial para a biota aquatica, pois reduz a quantidade de oxigénio na agua
comprometendo a vida de organismos mais sensiveis (FERREIRA & CASATTI, 2006;
BATISTA, et al., 2010).
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5.5 Morfofisiologia de Peixes

A comunidade de peixes inclui espécies muito diversas, sendo umas mais tolerantes e
outras mais sensiveis as alteracdes fisicas e quimicas da agua, resultantes de fontes poluidoras
(FREITAS & SOUSA, 2009). Os peixes sao considerados bons bioindicadores pelo fato de
estarem proximo ao topo da cadeia alimentar, possuem relagao direta com os organismos de

cadeia inferior, além disso, sobrevivem em diferentes tipos de habitats (LINS, et al., 2010).

Nos pontos PO, P1, P2 e P3 foram capturados peixes da espécie Astyanax fasciatus,
popularmente conhecidos como lambaris de cauda vermelha, que segundo Pompeu, Alves,
Callisto (2005) sao peixes tipicos de cabeceira. Essa espécie ¢ muito utilizada em testes
toxicologicos e ambientais devido a sua ampla distribuicdo geografica e sua sensibilidade a

poluentes (TOLUSSI, et al., 2018).

Excepcionalmente, no ponto P3 no periodo chuvoso, foi detectada a presenca da espécie
Geophagus brasiliensis, conhecido como “card” vivem geralmente no fundo de 4guas paradas,
sdo solitarios e apresentam alimentacdo bem diversa como matéria orginica, vegetais e
invertebrados bentonicos (DE MORAES, BARBOLA, DUBOC, 2004; ROCHA, et al, 2015).
A espécie G. brasiliensis tem sua importancia em estudos de bioindicadores, principalmente
em ambientes impactados com metais pesados (DORIA, VOIGT, DE CAMPOS, RAND,
2017).

Nos pontos urbanos P4, P5 e P6, foi detectada apenas a presenca da espécie Poecilia
reticulata que € uma espécie que possui baixa exigéncia, se alimenta de detritos e pode
sobreviver em ambientes alterados (VIEIRA & SHIBATTA, 2007). Essa espécie estd associada
a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, consequente da presenca de residuos industriais
ou domésticos na agua. Essa condi¢do, proporciona a colonizagdo do ambiente por esses
individuos, que por auséncia de competi¢do ou predacdo, aumentam sua taxa reprodutiva
(GOMIERO & BRAGA, 2007; SOUZA & TOZZO, 2013). Peixes do género Poecilia, também
conhecidos popularmente como Guppy, sdo modelos utilizados em estudos ecotoxicoldgicos
por serem bioindicadores de poluentes, além do manejo ser facil e barato (ANTUNES, et al.,

2017).
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5.5.1 Coloracao Hematoxilina Eosina (HE)

As branquias sdo 6rgdos muito sensiveis, € quando sdo expostas a ambientes poluidos,
apresentam alteracdes histopatoldgicas consequente da situacdo de estresse sofrida. Elas sao
formadas principalmente por filamentos primarios, filamentos secundarios, células epiteliais,
mucosas, pilares e de cloreto. Nesse sentido, a histologia ¢ uma técnica muito utilizada para

avaliar efeitos toxicos em tecidos de animais (LINS, et al., 2010).

Nos peixes da espécie Astyanax fasciatus. s6 foram encontradas alteragdes evidentes no
ponto P1, nos periodos de chuva e seca que apresentaram uma leve fusao parcial dos filamentos.
Esse resultado pode estar associado ao uso de fertilizantes em plantagdes de uva encontradas
proximas ao ponto de coleta. Esses fertilizantes provocam altas concentragdes de nutrientes na
agua, estando associadas a presen¢a de cianobactérias, que sao organismos capazes de produzir
substincia toxica aos seres vivos, chamadas cianotoxinas (FERRAO-FILHO, MOLICA,
AZEVEDO, 2009). E importante que se faca o controle de nutrientes na area da bacia
hidrografica, que por meio de escoamento superficial chegam até os cursos d’agua (CHIA &
KWAGHE, 2015). As principais causas da eutrofizagdo, ou seja, concentracdes elevadas de
nutrientes em ambientes aquaticos, sao o langcamento de esgotos sanitarios e uso de fertilizantes

na agricultura (PANTANO, et al.,2016).

No peixe da espécie Geophagus brasiliensis nao foram encontradas lesdes
histopatologicas, possivelmente por ter sido encontrado no ponto P3, que estd proéximo a

nascentes do Corrego da Prata.

Nos peixes da espécie Poecilia reticulata foram encontradas lesdes histopatoldgicas em
todos os pontos e periodos amostrados. Essas alteragdes nas branquias estdo associadas a uma
resposta fisiologica adaptativas dos animais, que estdo submetidos a ambientes de baixa
qualidade (PEREIRA, et al.,, 2014). O descolamento do epitélio lamelar ¢ uma lesdao
frequentemente encontrada em estudos (LUPI, et al., 2007) Podendo ocasionar a morte de
peixes, assim como a fusdo dos filamentos (PEREIRA, et al, 2014). O fusionamento dos
filamentos se caracteriza pela diminui¢cdo da superficie de contato com a agua, dificultando
assim as trocas gasosas (NIMET, et al. 2020). Ela ¢ ocasionada pela hiperplasia das células
epiteliais e essa lesdo pode ser parcial, quando apenas parte dos filamentos ¢ comprometida ou

total, onde a hiperplasia ocorre ao longo dos filamentos (MELETTI, 2003).
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O aneurisma ¢ uma lesdo que consiste no acuimulo de um grande volume de sangue,
pressionando assim o epitélio lamelar (NIMET, et al., 2020) Essa alteragdo histopatoldgica
promove a inducdo da vasodilatacdo, dificultando dessa forma a respiracdo (PEREIRA, et al.,
2014). A presenca de aneurisma nas branquias pode estar associada a lesdes parasitarias e

contaminantes quimicos na agua (CANTANHEDE, et al.,2014).

As células de cloreto possuem importante papel de regulacdo de ions, no entanto,
quando sua presenca ¢ elevada, pode ser indicativo de substancias toxicas na agua, tais como

metais e pesticidas (PAULINO, et al., 2014).

5.5.2 Imunohistoquimica (IHQ)

Um dos principais fatores que afetam os organismos aquaticos ¢ a disponibilidade de
oxigénio dissolvido na agua. Quando existe baixa quantidade de oxigénio disponivel, o peixe
ativa mecanismos para sobreviver nesse tipo de ambiente (BAPTISTA, 2011). Um desses
mecanismos ¢ o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que ¢ uma proteina
envolvida no processo de angiogé€nese, que consiste na formacdo de novos capilares ¢ vasos
sanguineos que permitem aumentar a capacidade de transportar oxigénio (CAPP, et al.,
2009). Esse mecanismo de vascularizagdo, promove um aumento das superficies respiratorias
permitindo uma circulacdo mais efetiva. Dessa forma, os peixes conseguem sobreviver em

ambientes altamente degradados (BAPTISTA, 2011).

Todos os peixes estudados apresentaram expressdo de VEGF, porém, ela foi observada
em maior grau nas espécies de P. reticulata coletada nos pontos proximos a foz do Corrego da
Prata, podendo estar relacionado com as variaveis fisico-quimicas da agua, principalmente as
baixas concentragdo de oxigénio dissolvido observadas nesses pontos. A angiogénese ¢
induzida por fatores como: hipoglicemia, baixo pH, mas principalmente pela hipoxia

(MELINCOVICI, et al., 2018).

Atividades antropicas, tais como langamento de efluentes domésticos e industriais sdo
responsaveis por alteragdes nas variaveis ambientais como temperatura e oxigénio, os quais
influenciam diretamente nos processos fisioldgicos dos animais aquaticos (ZENI,

OSTRENSKY, WESTPHAL, 2016; MUNDAY, et al., 2009).
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a utilizagao de multiplas varidveis € eficaz para avaliacao
do estado ecologico de um curso d’agua. Além disso, os bioindicadores se mostraram tteis no
estudo, refletindo o grau de integridade do ambiente. Em todos os parametros analisados, ficou
evidente o impacto negativo causado pela urbanizacdo e despejo de esgoto in natura no Corrego

da Prata.

Verificou-se que nos pontos proximos a cabeceira a qualidade da agua encontra-se superior
aos pontos de coleta com maior densidade populacional, no entanto, devido a intensificacao da
urbanizagdo, ¢ fundamental a continuidade do monitoramento principalmente nessas areas, bem
como a implantagdo de novos empreendimentos que possam causar impactos ambientais

negativos no Corrego da Prata, e consequentemente na bacia.

A avaliacdo qualitativa do ambiente feita pelo Protocolo de Avaliagdo de Rapida de
Diversidade de Habitats (PARDH) classificou os pontos a montante como naturais € os pontos

a jusante como alterados.

Os parametros fisicos e quimicos apresentaram OD baixo principalmente na foz, porém
de forma geral, o pH nos pontos amostrados ficaram préximo a neutralidade e apresentaram

temperatura compativel com rios de regides tropicais.

As analises microbiologicas demonstraram resultado de NMP elevado para coliformes
totais e termotolerantes nos pontos urbanizados. Com relacdo a técnica de antibiograma, as
bactérias foram resistentes apenas ao antibidtico amoxicilinatclavulanato no Ponto P2,
demonstrando que a 4gua do rio representa em varios pontos risco efetivo de contaminagao

bacteriana para a populagao.

A familia Chironomidae foi encontrada em todos os pontos de amostragem,
principalmente nos pontos onde havia alta influencia antrdpica, representando mais de 50% do
total de individuos coletados de macroinvertebrados bentonicos. O grupo EPT, indicadores de
boa qualidade da dgua, foram mais encontrados no ponto referencial do Coérrego Formagao,
seguido dos pontos proximos a cabeceira do Corrego da Prata (P1 e P2). O indice BMWP/ASPT

classificou como boa as dguas dos pontos a montante, e de regular a péssima os pontos a jusante.

Através da analise de ordenacdo NMDS foi possivel observar que os pontos que ficaram
espacialmente mais proximos ao PO foram os ambientes mais conservados, os ambientes mais

impactados também se agruparam.
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A presenca dos peixes ¢ um fator importante no estudo de rios. Nos pontos referencial
e a montante, foram encontradas a espécie Astyanax fasciatus, € a espécie Geophagus
brasiliensis no P3. Em contrapartida, nos pontos P4, P5 e P6 foi verificada apenas a presenca
da espécie Poecilia reticulata, que sdo peixes mais resistentes a polui¢do hidrica. Através da
analise histologica HE foi identificada lesdes nas branquias dos Astyanax fasciatus apenas no
ponto P1. Ja na espécie Poecilia reticulata foi evidenciadas lesdes histopatologicas em todos
os pontos como fusdo de filamentos parcial e total e aneurisma, demonstrando que estas

espécies estdo sofrendo pelas condigdes atuais do corrego da Prata.

A proteina VEGF foi expressa em todos os pontos, porém naqueles que apresentaram
impactos urbanos evidentes como: lancamentos de efluentes e auséncia de mata ciliar, a

expressao foi mais acentuada.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, fica evidenciado que a urbanizagdo causa impactos significativos ao meio
ambiente, comprometendo a biota e a saude humana. Dessa forma, considerando a importancia
cultural, social e ambiental do Corrego da Prata ¢ fundamental a promogao de politicas publicas
e acdes que visem a melhoria da qualidade ambiental desse curso d’agua e respectivamente sua

area de bacia hidrografica, visto que a agua reflete o que esta ocorrendo na area de montante.

Considera-se importante a continuagdo do monitoramento do Corrego da Prata para
evidenciar as mudancas ocorridas, principalmente as andlises fisico-quimicas que sao de facil

mensuragao.

Recomenda-se que esses pardmetros sejam aplicados em outras regides com o intuito de

avaliar o impacto das areas urbanas em ecossistemas aquaticos.

Ressalta-se a importancia da realizagdo de analises complementares de nutrientes (nitrogénio
e fosforo) e metais pesados, com o objetivo de aprofundar o estudo do Corrego da Prata e suas

fontes poluidoras.

Os projetos de educagdo ambiental também constituem ferramentas importantes no sentido
de sensibilizar a populag¢do da importancia dos cursos d’dgua e do papel de cada um de preservar

€ conservar os recursos hidricos.

Destaca-se a importancia da responsabilidade do poder publico municipal em acompanhar
as agoes e fiscalizar os servigos de esgotamento sanitario pela empresa responsavel, garantindo

assim, a sobrevivéncia do Coérrego da Prata, bem comum de toda a populagao.
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ANEXO A- Protocolo de Avaliagdo Rapida de Diversidade de Habitats (PARDH)

Localizag@o: Profundidade: Largura: Coletor:

Data de Coleta: / / Hora da Coleta: Clima:

PARAMETROS 4 pontos 2 pontos 0 ponto

1.Tipo de ocupacdo | Vegetacdo Campo de | Residencial/ Comercial/ Industrial
das margens do corpo | natural pastagem/Agricultura/

d’agua (principal Monocultura/

atividade) Reflorestamento

2. Erosdo proxima e/ou | Ausente Moderada Acentuada

nas margens do rio e

assoreamento em seu

leito

3.Alteragdes Ausente Alteragdes de origem Alteragdes de origem industrial/ urbana

. doméstica  (esgoto, (fabricas, canalizagdo, retilinizagdo do
Antrépicas lixo) curso do rio).
4.Cobertura vegetal no | Parcial Total Ausente
leito
5. Odor da agua Nenhum Esgoto (ovo podre) oleo/industrial
6. Oleosidade da agua | Ausente Moderada Abundante
7. Transparéncia da | Transparente turva/cor de cha-forte opaca ou colorida
agua
8. Odor do sedimento | Nenhum Esgoto (ovo podre) oleo/industrial
(fundo)

9. Oleosidade do fundo Ausente Moderado Abundante
10. Tipo de fundo Pedras/cascalho | Lama/areia Cimento/canalizado

(Continua)
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PARAMETROS 5 pontos 3 pontos 2 pontos 0 ponto
11. Tipos de Mais de 50% com 30 a 50% de habitats 10 a 30% de habitats Menos que 10%
fundo habitats diversificados; diversificados; de habitats
diversificados; habitats adequados disponibilidade  de diversificados;
pedagos de troncos para a manutengdo habitats insuficiente; auséncia de
submersos; das populagdes de substratos habitats  dbvia;
cascalho ou outros organismos frequentemente substrato rochoso
habitats estaveis. aquaticos. modificados. instavel para
fixagdo dos
organismos.
12. Extensao de Répidos e Répidos com a | Trechos rapidos Répidos ou
rapidos corredeiras bem largura igual a do podem estar ausentes; corredeiras
desenvolvidas; rio,b, mas  com rapidos ndo tao largos inexistentes.

rapidos tdo largos
quanto o rio € com o
comprimento igual
ao dobro da largura

comprimento menor
que o dobro da
largura do rio.

quanto o rio e seu
comprimento menor
dobro da
largura do rio

que o

do rio
13. Frequéncia Répidos Répidos nao Répidos ou Geralmente com
de rapidos relativamente frequentes; corredeiras lamina  d’agua
frequentes; oA L . e e
R distancia entre ocasionais; habitats lisa? ou com
distancia entre o o o
rapidos dividida rapidos dividida | formados pelos rapidos rasos;
pela largura do rio pela largura do rio contornos do fundo; pobreza de
entre 5¢e7. entre 7 e 15. distancia entre habitats; distancia
rapidos dividida pela entre rapidos
largura do rio entre dividida pela
15¢e25. largura do rio
maior que 25
14. Tipos de Seixos abundantes Seixos abundantes; Fundo formado Fundo pedregoso;
substrato (prevalecendo em cascalho comum seixos ou lamoso.

nascentes).

predominantemente
por cascalho; alguns
seixos presentes

15. Deposigao
de lama

Entre 0 € 25% do
fundo coberto por
lama

Entre 25 ¢ 50% do
fundo coberto por
lama.

Entre 50 e 75% do
fundo coberto por
lama

Mais de 75% do
fundo coberto por
lama

(Continua)
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16. Menos de 5% do Alguma evidéncia Deposigdo Grandes depositos de
Depositos fundo com de modificagdo no moderada de lama, maior
sedimentares deposi¢do de lama; fundo, cascalho novo, areia desenvolvimento das
auséncia de principalmente ou lama nas margens; mais de
deposicao nos como aumento de margens; entre 30 a 50% do  fundo
remansos. cascalho, areia ou 50% do  fundo modificado;
lama; 5 a 30% do afetado; deposigdo remansos  ausentes
fundo afetado; suave moderada nos devido a significativa
deposicao nos remansos deposicao de
remansos sedimentos.
17. Canalizagdo Alguma canalizagao Alguma Margens
Alteragdes . ~ presente, modificagdo modificadas; acima
(retificacdo) ou .
no canal do normalmente presente nas duas de 80% do rio
) dragagem ausente ou o )
rio . . proximo a margens; 40 a 80% modificado.
minima; rio com - i
~ construgao de do rio modificado.
padrdo normal. .
pontes; evidéncia de
modificagdes ha
mais de 20 anos.
18.Caracte- Fluxo relativamente Lamina d’agua Lamina d’agua entre Lamina d’agua
risticas do igual em toda a acima de 75% do 25 e 75% do canal escassa e presente
fluxo das largura do  rio; canal do rio; ou do rio, e/ou maior apenas nos remansos.
aguas minima quantidade menos de 25% do parte do substrato

de substrato exposta.

substrato exposto.

nos “rapidos”
exposto.

19. Presenca
de mata
ciliar

Acima de 90% com
vegetacdo  riparia
nativa, incluindo
arvores, arbustos ou

macrofitas; minima

evidéncia de
deflorestamento;
todas as plantas

atingindo a altura
“normal”.

Entre 70 € 90% com

vegtagao riparia
nativa;
deflorestamento

evidente, mas ndo
afetando o
desenvolvimento da
vegetagdo; maioria
das plantas
atingindo a altura

“normal”

Entre 50 ¢ 70% com

vegetacdo  riparia
nativa;
deflorestamento

obvio; trechos com
solo exposto ou
vegetacao

eliminada; menos da
metade das plantas
atingindo a altura
“normal”.

Menos de 50% da
mata ciliar nativa;
deflorestamento
muito acentuado.

(Continua)
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20. Margens  estaveis; Moderadamente Moderadamente Instavel; muitas areas
o evidéncia de erosdo (o A com €rosdo;
Estabilidade ] estaveis; pequenas instavel; entre 30 ¢ ’
minima ou ausente; . ~ o frequentes areas
d . areas de erosdo 60% da margem com
as margens pequeno  potencial ~ . descobertas nas
bl frequentes. Entre 5 e €rosao. Risco do 1i ~
ara roblemas ~ curvas do rio; erosao
P P 30% damargem com | elevado de erosdo ] ’
futuros. Menos de « obvia entre 60 e
erosao. durante enchentes
5% da  margem 100% da margem.
afetada.
21. Extensao Largura da vegetacao Largura da Largura da Largura da vegetacdo
de mata riparia maior que 18 vegetagdo  riparia vegetacdo  riparia riparia menor que 6
ciliar m; sem influéncia de entre 12 ¢ 18 m; entre 6 e 12 m; m; vegetagdo restrita
atividades antropicas minima  influéncia influéncia antropica ou ausente devido a
(agropecuaria, antropica. intensa. atividade antropica.
estradas, etc.).
22. Presenca Pequenas macroéfitas Macrofitas aquaticas Algas filamentosas Auséncia de
de plantas aquaticas e/ou ou algas ou macrofitas em vegetacdo  aquatica
aquaticas musgos distribuidos filamentosas ou poucas pedras ou no leito do rio ou
pelo leito. musgos distribuidos alguns  remansos, grandes bancos
no rio, substrato com perifiton abundante macroéfitas (p-ex.
perifiton. e biofilme. aguapé).
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ANEXO B- NMP com limite de confianca de 95% para varias combinacdes de resultados

positivos quando 5 tubos sdo usados para cada dilui¢ao (10 mL, 1,0 mL e 0,1 mL)

Comblfl‘fu;ao NMP/100 mL : Limites :

de positivos Inferior Superior
0-0-0 <2 - -
0-0-1 2 1.0 10
0-1-0 2 1.0 10
0-2-0 4 1.0 13
1-0-0 2 1.0 11
1-0-1 4 1.0 15
1-1-0 4 1.0 15
1-1-1 6 2.0 18
1-2-0 6 2.0 18
2-0-0 4 1.0 17
2-0-1 7 2.0 20
2-1-0 7 2.0 21
2-1-1 9 3.0 24
2-2-0 9 3.0 25
2-3-0 12 5.0 29
3-0-0 8 3.0 24
3-0-1 11 4.0 29
3-1-0 11 4.0 29
3-1-1 14 6.0 35
3-2-0 14 6.0 35
3-2-1 17 7.0 40
4-0-0 13 5.0 38
4-0-1 17 7.0 45
4-1-0 17 7.0 46
4-1-1 21 9.0 55
4-1-2 22 12 63
4-2-0 26 9.0 56
4-2-1 26 12 65
4-3-0 27 12 67
4-3-1 33 15 77
4-4-0 34 16 80
5-0-0 23 9 86
5-0-1 30 10 110
5-0-2 40 20 140
5-1-0 30 10 120
5-1-1 50 20 150
5-1-2 60 30 180
5-2-0 50 20 170
5-2-1 70 30 210
5-2-2 90 40 250
5-3-0 80 30 250
5-3-1 110 40 300
5-3-2 140 60 360

(Continua)



Comblpggao NMP/100 mL . Limites ‘

de positivos Inferior Superior
5-3-3 170 80 410
5-4-0 130 50 390
5-4-1 170 70 480
5-4-2 220 100 560
5-4-3 280 120 690
5-4-4 350 160 820
5-5-0 240 100 940
5-5-1 300 100 1300
5-5-2 500 200 2000
5-5-3 900 300 2900
5-5-4 1600 600 5300
5-5-5 1600 - -
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ANEXO C - Escores do indice BMWP (Biological Monitoring Working Party) para

macroinvertebrados bentonicos l6ticos, adaptado de Junqueira et al. (2018) e Camelo

(2013).

Taxon

Escores

Anomalopsychidae, Atriplectididae, Blephariceridae,
Calamoceratidae, Euthyplociidae, Gripopterygidae, Hydroscaphidae,
Limnephilidae, Limnephilidae, Odontoceridae, Oligoneuriidae, Perlidae,
Psephenidae, Spongillidae, Torridincolidae, Xiphocentronidae

Aeglidae, Aeshnidae, Calopterygidae, Corduliidae,
Ecnomidae, Glossosomatidae, Hyalellidae, Hydrobiosidae, Leptophlebiidae,
Lestidae, Perilestidae, Philopotamidae

Coenagrionidae, Gomphidae, Helicopsychidae, Hydracarina, Leptoceridae,
Leptohyphidae, Libellulidae, Megapodagrionidae, Nematoda,
Polycentropodidae, Protoneuridae, Pyralidae

Ancylidae, Corydalidae, Dryopidae, Gammaridae, Hydraenidae, Hydrochidae,
Hydroptilidae, Hyriidae, Limnichidae, Lutrochidae, Mycetopodidae, Noteridae,
Palaecmonidae

Ampullariidae, Athericidae, Baetidae, Caenidae, Dixidae, Elmidae, Empididae,
Hydropsychidae, Limoniidae, Polymitarcyidae, Simuliidae, Tipulidae

Ceratopogonidae, Chrysomelidae, Collembola, Corbiculidae, Curculionidae,
Dolichopodidae, Dugesiidae, Dytiscidae, Gyrinidae, Haliplidae, Hydrophilidae,
Lampyridae, Lymnaeidae, Mytilidae, Sciomyzidae, Sialidae, Staphylinidae,
Stratiomyidae, Tabanidae, Thiaridae

Belostomatidae, Corixidae, Corixidae, Erpobdellidae,
Gelastocoridae, Gerridae, Glossiphoniidae, Hebridae, Hydrobiidae,
Hydrometridae, Mesoveliidae, Naucoridae, Nepidae, Notonectidae,
Physidae, Planorbidae, Pleidae, Psychodidae, Sphaeriidae, Veliidae

Chironomidae, Culicidae, Ephydridae, Muscidae

Oligochaeta, Syrphidae

10

N~




Classificagao da qualidade da agua pelo indice BMWP/ASPT (Biological Monitoring
Working Party/Average Score per Taxon) Minas, de acordo com Junqueira et al. (2018).

Classes de qualidade indice BMWP/ASPT Qualidade da agua
1 > 6,0 Muito boa
2 5,0-6,0 Boa
3 39-49 Regular
4 2,5-38 Ruim
5 <2,5 Péssima
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ANEXO D - Protocolo de coloragao em Hematoxilina e Eosina (HE)

Protocolo de Coloracio em Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Estufa 60°C 2h

Xilol I 10°

Xilol 11 10°

Alcool etilico 100% I 5
Alcool etilico 100% 11 5
Alcool etilico 95% 5
Alcool etilico 70% 5
Agua destilada 5

Hematoxilina férrica 20~
Agua corrente 10°
Agua destilada I 2”
Agua destilada II 2”
Agua destilada I11 2”

Eosina Amarela 10~
Alcool etilico 100% I 1”
Alcool etilico 100% II 1”
Alcool etilico 100% 11T 1”
Alcool etilico 95% 2
Alcool etilico/Xilol 1:1 2
Xilol IT 2

Xilol IIT

Montagem das ldminas
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ANEXO E- Protocolo de Imunohistoquimica (IHQ). Tampao PBS (pH: 7,2 ~7,4). Tampao

citrato (pH 6,0). VEGF concentracao 1:1000 (PBS).

Protocolo de Imunohistoquimica — Dia 1

Xilol I (157)
Xilol I (15”)
Alcool etilico 100% I (5°)
Alcool etilico 100% II (5”)
Alcool etilico 95% (5°)
Alcool etilico 70% (5°)
Agua destilada (57)
Tampao citrato (temperatura ambiente) (5”)
Tampao citrato - temperatura 95°C (30°)
Agua destilada sob agitagdo (27)
Agua destilada (2°)
Tampao PBS sob agitacdo (5°)
Bloqueio da Peroxidase Endogena 3% (4°C - 8°C) (30°)
Tampao PBS I sob agitacdo (5)
Tampao PBS II (57)
Tampao PBS III (5°)
Secagem com papel filtro e contorno com caneta histologica
no entorno dos tecidos
Protein Block (57)
Anticorpo Primario - HSP70 (PBS no controle) (20h)

20h

(Continua)
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Protocolo de Imunohistoquimica — Dia 2

Rinsagem em tampao PBS
Tampao PBS I sob agitagao (5°)
Tampao PBS II (57)
Tampao PBS III (5)
Secagem com papel filtro
Anticorpo Secundario (30°)
Rinsagem em PBS
Tampao PBS I sob agitacao (5°)
Tampao PBS II (5°)
Tampao PBS III (5”)
Rinsagem em agua destilada
DAB (2°)

Rinsagem em 4gua destilada
DAB (2°)

Agua destilada sob agitagdo (5)
Agua destilada (57)
Hematoxilina (20”)

Agua corrente (20°)
Alcool etilico 70% (2)
Alcool etilico 95% (2)
Alcool etilico 100% I (2°)
Alcool etilico 100% II (2”)
Xilol T(27)

Xilol 11 (2”)

Xilol 11T Montagem das laminas

59
59
5,

30°

5,
57
55

27

R
5
5

20”7

20°
2
2
R
R
2
2




