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RESUMO

O crescimento urbano das Gltimas décadas tem reduzido a qualidade ambiental de rios
urbanos, afetando negativamente a biodiversidade local. A principal causa desse desequilibrio
¢ o lancamento de efluentes sem tratamentos. Em Diamantina-MG, cerca de 62% dos
domicilios despejam esgoto diretamente no Cérrego da Palha. O objetivo desse estudo foi
avaliar a integridade ambiental do Corrego da Palha. Foram amostrados seis pontos ao longo
do corrego e um ponto adicional adotado como referéncia no Corrego Formagao, local com
minima influéncia antropica. Para caracterizar o ambiente foi aplicado o Protocolo de Avaliagao
Rapida da Diversidade de Habitats (PARDH) e os parametros fisico-quimicos mensurados. A
presenga de coliformes totais e termotolerantes, em quatro pontos amostrais, foi verificada pela
técnica de Numero Mais Provavel. Foi feito o levantamento e avaliagdo da comunidade de
macroinvertebrados bentonicos. Peixes foram coletados e suas branquias analisadas pelas
técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.) e Imuno-histoquimica (IHQ), para verificar a
presenga de histopatologias e a expressdao de HSP70, respectivamente. Enquanto os escores do
PARDH e o oxigénio dissolvido foram menores nos pontos urbanos, o pH foi maior, refletindo
a urbaniza¢do no entorno. O ponto a montante da drea urbana apresentou carga baixa de
coliformes totais e termotolerantes, diferentemente dos pontos urbanos e a jusante que
obtiveram valores maximos. Os macroinvertebrados apresentaram baixa diversidade nos pontos
urbanos e a jusante, com domindncia da familia Chironomidae. Taxons mais sensiveis foram
encontrados apenas nos pontos distantes da urbanizacdo. A ordenagdo espacial indicou dois
grupos de comunidade, sendo um composto pelo trecho referencial e o ponto a montante da
area urbana e outro pelos pontos com maior influéncia urbana. Os indices bioticos classificaram
os pontos com pouca influéncia urbana como “Bom” ou “Muito bom” e os pontos urbanizados
como “Regular” ou “Ruim”. Foram encontradas as espécies Astyanax bimaculatus (2 montante
do urbano e referencial) e Poecilia reticulata (drea urbana e a jusante). Apenas em P2 ndo foram
encontrados peixes, ponto urbano com menor valor de oxigénio obtido (<2%). A coloracdo em
H.E. revelou histopatologias apenas nas branquias de peixes presentes nos pontos urbanos e a
jusante, com maior severidade na estagdo chuvosa. A [HQ mostrou maior expressao imuno-
histoquimica de HSP70 em P. reticulata, presente nos pontos com maior influéncia urbana,
com maior intensidade durante a época chuvosa. As andlises branquiais demonstraram o
estresse em que os peixes localizados na area urbana e a jusante se encontram, evidenciando o
impacto negativo da urbanizacdo sobre a ictiofauna local. Através de todas as analises
realizadas € possivel verificar a boa qualidade ambiental em que o Corrego da Palha se encontra

antes de alcangar a area urbana de Diamantina e a baixa qualidade na regido urbana. Apesar do



impacto negativo, os pontos mais a jusante da mancha urbana apresentaram incremento na
qualidade ambiental, indicando uma leve recuperagdo de seu estado ambiental a medida em que
o corrego se distancia da urbanizagdo. Dessa forma, os resultados devem servir como subsidio
para elaboragdo de politicas publicas junto aos gestores municipais para mitigar impactos e
melhor conservacao do corrego.

Palavras-chave: Bioindicadores. Rio urbano. Efluente urbano. Qualidade ambiental. Poluigao urbana.

Fauna aquatica.

ABSTRACT

Urban growth in recent decades has reduced the environmental quality of urban rivers,
negatively affecting local biodiversity. The main cause of this imbalance is the discharge of
untreated domestic effluent. In Diamantina-MG, about 62% of households discharge sewage
directly into the Straw Stream. The objective of this study was to evaluate the environmental
integrity of the Corrego da Palha. Six sample points were collected along the stream and an
additional sample point adopted as a reference in the Corrego Formacgao, a place with minimal
anthropic influence. To characterize the environment the Protocol for Rapid Assessment of
Habitat Diversity (PRAHD) was applied and physical-chemical parameters were measured. The
presence of total and thermotolerant coliforms, in four sample points, was verified by the Most
Probable Number technique. The community of benthic macroinvertebrates was surveyed and
evaluated. Fishes were collected and their gills analyzed by Hematoxylin and Eosin (H.E.) and
Immunohistochemistry (IHQ) techniques to verify the presence of histopathologies and HSP70
expression, respectively. While the PRAHD scores and dissolved oxygen were lower in urban
sample points, the pH was higher, reflecting the surrounding urbanization. The samples
upstream of the urban area had a low load of total and thermotolerant coliforms, differently
from the urban samples and downstream that obtained maximum values. Macroinvertebrates
showed low diversity in urban samples and downstream, with dominance of the Chironomidae
family. The most sensitive taxons were found only in the distant sample points of urbanization.
The spatial ordering indicated two community groups: one composed by the referential stretch
and the upstream samples and the other by the samples with greater urban influence. The biotic
indexes classified the sample points with less urban influence as "Good" or "Very Good" and
the other samples as "Regular" or "Bad". The species Astyanax bimaculatus (upstream urban
and referential samples) and Poecilia reticulata (urban and downstream samples) were found.
Only in P2 (oxygen <2%) no fishes were found. The H.E. staining revealed histopathologies

only in the gills of fishes present in urban and downstream sample points, with more severity



in the rainy season. IHQ showed high immunohistochemical expression of HSP70 in P.
reticulata (sample points with greater urban influence) with greater intensity during the rainy
season. The gill analyses demonstrated the stress in which fishes located in the urban and
downstream areas are found, evidencing the negative impact of urbanization on the local fauna.
Through all the analyses carried out it is possible to verify the good environmental quality in
which the Corrego da Palha is located before reaching the urban area of Diamantina and the
low quality in the urban area. Despite the negative impact, the sample points further
downstream from the urban spot showed an increase in environmental quality, indicating a
slight recovery of its environmental status as the stream distances itself from urbanization. In
this way, the results should serve as a subsidy for the elaboration of public policies with
municipal managers to mitigate impacts and better conservation of the stream.

Keywords: Bioindicators. Urban river. Urban effluent. Environmental quality. Aquatic fauna.
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1. INTRODUAO GERAL

Nos ultimos tempos, o crescimento urbano tem sido o principal elemento responsavel
pelo aumento da degradacao dos recursos naturais (GOULART & CALLISTO, 2003). Devido
a proximidade das povoagdes humanas, os rios urbanos estao entre os recursos que mais sofrem
impactos oriundos da atividade humana (SANTOS, CORREIA & SANTOS, 2016). Alteragdes
ambientais em rios urbanos compdem a denominada Sindrome de Corrente Urbana
(FITZPATRICK, LONG & PIJANOWSKI, 2007), em que processos degradadores como a
homogeneizacao do leito, eutrofizagdo artificial e diminui¢do da diversidade de habitats,
ameagam a biodiversidade presente nesses ambientes (GOULART & CALLISTO, 2003). Para
tanto, ¢ essencial conhecer a extensdo dos impactos causados pela urbanizacao na integridade

ambiental dos rios urbanos para que se possam estabelecer politicas publicas afim de mitigar

impactos (ZHOU, HU & YU, 2019).

De acordo com a Resolugdao n.° 001 do CONAMA (1986), pode se definir impacto
ambiental como qualquer alteragdo das propriedades fisicas, quimicas e biologicas do ambiente
resultante de atividades humanas que afetem a biota, as condig¢des estéticas e sanitarias do meio,

a qualidade dos recursos ambientais € o bem-estar da populagao.

O esgoto doméstico ¢ uma das principais fontes de poluentes que contribuem para o
desequilibrio de rios urbanos (BLUME et al., 2010). A descarga desses efluentes afeta
negativamente a qualidade da dgua dos rios, aumentando a quantidade de material organico e
de bactérias de origem fecal (MALAGI et al., 2020; RICHARDS et al., 2016). Dados de 2017
da Organiza¢do Mundial da Satde (WHO, 2017) revelam que 12% da populagdo brasileira
ainda ndo tem acesso a servicos de esgotamento sanitario e apenas 49% possui residéncia com

tratamento adequado.

De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios de 2015, 84,7% da
populagdo brasileira vive em areas urbanas (IBGE, 2016). Com o continuo crescimento das
cidades, ha cada vez mais areas urbanizadas no entorno de bacias. Bacia ¢ a regido em que a
agua proveniente de precipitacdo e de superficies ¢ drenada e conflui em um leito, como € o
caso dos corregos, concentrando todos os processos presentes na area (PORTO & PORTO,
2008). Conhecer os impactos da urbaniza¢do nos corpos hidricos ¢ fundamental para
estabelecer praticas que visam o bom funcionamento dos rios e das cidades (MEYER, PAUL

& TAULBEE, 2005). O monitoramento do estado ecoldgico de um corpo hidrico, isto €, avaliar
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a condi¢do de seus elementos biologicos, fisicos € quimicos em resposta a maior ou menor
atividade humana, fornece informagdes que podem basear agdes de cardter conservacionistas
(LUZ & FERREIRA, 2011). Tais acdes se fazem cada vez mais necessarias quando projegoes
de crescimento urbano indicam perdas elevadas da biota aquatica (VAN METRE et al., 2019).

Segundo a Politica Nacional de Recursos Hidricos (Lei 9433/97), o bem estar humano
e o equilibrio ecoldgico nao devem ser afetados pela deterioragdo da qualidade das dguas. Desta
forma, a legislagdo brasileira sustenta a utilizagcdo de bioindicadores de qualidade da 4gua para
avaliar o estado de conservacdo das comunidades biologicas (SILVEIRA, QUEIROZ &
BOEIRA, 2004).

As bactérias do grupo coliformes, encontradas no solo e em ambiente aquatico
(HABERLAND et al., 2012), apresentam anaerobiose facultativa além de fermentarem lactose
(OLIVEIRA et al., 2015). Em areas urbanas o langamento de efluentes domésticos aumenta a
carga populacional dessas bactérias, sendo a origem fecal associada (OLIVEIRA & CUNHA,
2014). J4 as bactérias do grupo coliformes termotolerantes sao indicadoras da presenca de fezes
de animais homeotérmicos (NASCIMENTO et al., 2015). Entéricas, fermentam lactose a
44,5°C, tendo como representante principal a espécie Escherichia coli (BRASIL, 2013). Nesse
contexto, a avaliagdo da quantidade de coliformes termotolerantes em rios urbanos ¢ um
indicador importante para a promog¢do de politicas publicas que atendam as necessidades

basicas da populacdo, como satide e saneamento (SOUZA et al., 2017).

Estudos envolvendo a utilizagdo de macroinvertebrados bentonicos como
bioindicadores de qualidade de ecossistemas hidricos continentais vém sendo realizados no
Brasil nos ultimos anos (NICACIO & JUEN, 2015; BRANDIMARTE & MELO, 2016;
SANTOS et al., 2017; SOUZA, MUNIZ & JUNIOR, 2018; MENEZES, OLIVEIRA &
SALLA, 2019). No estado de Minas Gerais, Santos, Correia & Santos (2016) avaliaram o
impacto que o municipio de Uberaba exercia sobre o Rio Uberaba. Estes autores utilizaram dez
métricas para avaliar a estrutura da comunidade de macroinvertebrados bentdnicos e
encontraram nos trechos a montante da cidade um ecossistema preservado enquanto no trecho
a jusante havia grande impacto ambiental, com elevado grau de alteragcdo. Na bacia do Rio
Jequitinhonha, situada na por¢do Norte/Nordeste do estado de Minas Gerais, ha poucos estudos
avaliando impactos antropogénicos e de urbanizagdo sobre os macroinvertebrados bentonicos.

No municipio de Diamantina, localizado na por¢ao mineira da Serra do Espinhaco, Bispo,
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Lourengo & Garraffoni (2015) avaliaram o impacto do turismo local sobre a comunidade
bentonica de um corrego. Eles observaram que a atividade turistica afeta a diversidade e
abundancia dos bentos, com diminuicdo significativa desses indices apds dias de maior

movimentagao de turistas nos locais estudados.

A utilizagdo de peixes como bioindicadores da qualidade ecologica t€ém se mostrado
eficiente, refletindo diversos disturbios ambientais (FREITAS & SOUZA, 2009). No nivel de
comunidade, a degradacdo da vegetacdo riparia de riachos ocorrente nos processos de
urbaniza¢do diminui consideravelmente a diversidade de peixes (CASATTI et al., 2012). A
contaminagdo aquatica pode causar alteragdes morfofisioldégicas em peixes, o que tem
promovido diversos estudos envolvendo esse grupo de animais (NASCIMENTO et al., 2012).
Dentre os o6rgdos estudados, as branquias s3o uma importante ferramenta na investiga¢do da
polui¢do ambiental devido sua sensibilidade e potencial degeneracdo tecidual pelos poluentes
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; CAMARGO & MARTINEZ, 2007). Ambientes poluidos
podem gerar estresse em células branquiais, ocasionando desde superexpressdo de
determinadas proteinas até lesdo e morte celular (SALES ef al., 2017). Avaliando a expressao
do Fator de crescimento endotelial vascular em branquias de peixes do Corrego da Palha, em
Diamantina-MG, Viana (2018) observou que a expressdao encontrada se relacionava com os
baixos valores de oxigénio dissolvido na agua do rio urbano. A investigagdo de outros
biomarcadores moleculares, como a proteina HSP70, tem se mostrado eficiente em estudos de
disturbios ambientais causados por inumeras substincias (MOREIRA-DE-SOUSA, DE
SOUZA & FONTANETTI, 2018).

As proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) sdo chaperonas que desempenham
papel importante nos processos de dobramento de proteinas recém-sintetizadas e redobramento
de proteinas mal dobradas e agregadas (KAMPINGA & CRAIG, 2010; HARTL, BRACHER,
& HAYER-HARTL, 2011; MAYER & GIERASCH, 2019). A HSP70 interage dentro e fora
das células com diversas outras proteinas que modulam ac¢des fundamentais para a homeostase
celular (FERNANDEZ-FERNANDEZ & VALPUESTA, 2018). Presentes nas células em
condi¢des homeostaticas, as HSPs sao superexpressas na ocorréncia de estresses celulares como
calor ou estresse oxidativo (AKERFELT, MORIMOTO & SISTONEN, 2010). Poluentes
oriundos de efluentes domésticos também podem desencadear producdo massiva de HSP70 em
tecidos de animais aquaticos. Aumento nos niveis de HSP70 em branquias de mexilhdes foram

registrados apds exposi¢do a cafeina, que possui acdo neuroativa e ¢ um contaminante
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comumente encontrado nos sistemas aquaticos urbanos (DEL REY, GRANEK, & BUCKLEY,
2011). Em peixes, fatores como choque térmico, exposi¢do a metais pesados, pesticidas e
infeccdo microbiana podem aumentar a produgdao de HSPs nos tecidos como resposta ao
estresse (IWAMA et al., 2004). A HSP70 induz resposta imune em tecidos de peixes, incluindo
branquias, aumentando a tolerancia ambiental dos peixes (CHEN et al., 2014). No Brasil,
Macédo et al. (2020) investigaram os efeitos do rompimento de uma barragem de rejeitos de
mineracao avaliando branquias e figado de uma espécie de Astyanax. Realizado no municipio
de Mariana-MG, o estudo supracitado revelou maior expressao de HSP70 nas branquias quanto
mais proximo da area do rompimento, onde ha maior concentra¢do de metais pesados. Em
estudo conduzido em Diamantina-MG, Pereira (2018) avaliou a influéncia do aquecimento
térmico na expressdo de HSP70 em branquias de Astyanax brevirhinus, concluindo que a
expressao da proteina aumentava com o acréscimo de temperatura.

Nas ultimas décadas o municipio de Diamantina, estado de Minas Gerais, vem sofrendo
um crescimento desordenado de moradias, resultando na ocupag¢do marginal do Corrego da
Palha. Consequentemente, hd também o aumento de descarga de esgoto sanitario doméstico no
leito fluvial (ARAUJO et al., 2016). De acordo com o IBGE (2020), o municipio apresenta
76,5% de domicilios com esgotamento sanitario adequado, isto é, rede geral de esgoto ou fossa
séptica. Na drea urbana, 61,65% dos domicilios possuem rede sanitaria de esgoto que despejam
de forma direta e sem tratamento seus dejetos no Coérrego da Palha (GARRAFFONI &
PEREIRA, 2012).

Nesse sentido, se faz necessario conhecer o impacto da urbanizagdo de Diamantina nas
caracteristicas ambientais e biota presentes no Corrego da Palha, e sua variagdao ao longo do

gradiente de urbanizacdo existente entre sua nascente e posterior a area urbana.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar a integridade ambiental do Cérrego da Palha/Diamantina-MG.

2.2. Objetivos especificos

1) Caracterizar ambientalmente o Coérrego da Palha;

i1) Quantificar bactérias dos grupos coliformes totais e termotolerantes na dgua do

Coérrego da Palha;

iii) Avaliar o impacto da wurbanizacdo na estrutura das comunidades de

macroinvertebrados bentonicos ao longo do curso do Cérrego da Palha;

iv) Analisar a morfofisiologia e imuno-histoquimica das branquias de peixes,

relacionando-as com a qualidade da 4gua no Corrego da Palha.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado no Corrego da Palha, em Diamantina-MG, em duas campanhas
amostrais: estagao chuvosa (fevereiro de 2019) e estagdo seca (setembro de 2019). As estagdes
foram definidas de acordo com os dados de precipitacdo mensal média da ultima década,
registrada pelo Instituto Nacional de Meteorologia (Figura 1). Seguindo a classificacdo de
Koppen-Geiger, o clima do Municipio ¢ mesotérmico do tipo Cwb, temperado imido, com

inverno frio e seco e verao quente e imido (Alvares et al., 2013).
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Figura 1. Precipitacdo média mensal (mm) entre os anos de 2010 e 2019 e ano de 2019 no municipio
de Diamantina-MG, de acordo com dados pluviométricos registrados pelo INMET.

Diamantina ¢ um municipio situado na mesorregido do Vale do Jequitinhonha, Nordeste
do estado de Minas Gerais (NASCIMENTO, 2009). Inserido no bioma Cerrado, sua populagao
estimada no ano de 2020 ¢ de cerca de 48.000 habitantes (IBGE, 2020). Ocupa uma area de
3892Km? e esta a aproximadamente 1100 metros de altitude ao nivel do mar (ARAUJO et al.,
2016).

Dentre seus principais cursos fluviais estd o Corrego da Palha, também denominado

como Rio Grande ou Corrego Quatro Vinténs. Com extensao total de 10,9Km, ¢ um rio urbano
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de baixa ordem que integra a Bacia Hidrografica do Rio Jequitinhonha. Sua nascente se localiza
na Serra dos Cristais, area do complexo rochoso Cordilheira do Espinhago, tombada como bem
natural e patrimonio cultural urbano no ano de 2010 pelo Instituto Estadual do Patrimonio
Historico e Artistico de Minas Gerais (IEPHA/MG, 2014). Apds percorrer varios bairros de

Diamantina o Coérrego da Palha desdgua no Ribeirdo do Inferno, afluente do Rio Jequitinhonha.

Foram amostrados seis pontos ao longo do Coérrego da Palha: P1, & montante do
perimetro urbano, P2, P3 e P4 no perimetro urbano, e, P5 e P6 a jusante do perimetro urbano
(Figura 2). Foi avaliado um ponto com o entorno ndo antropizado no Cérrego Formagao (P7),
o assumindo como pardmetro ecoldgico para fins de comparagdo. Os sete pontos amostrais
selecionados possuem distancia minima de 1000m entre si, garantindo a independéncia das

amostras.

Legenda

Corrego da Palha

Cérrego Formacgao
---- Mancha urbana

O Ponto amostral

Figura 2. Localizagdo dos sete pontos amostrais ao longo dos corregos da Palha e Formacgdo, no
municipio de Diamantina-MG.

De acordo com Franca & Bergamaschi (2011), consideramos como regido urbana toda
area ocupada por vias e edificagdes continuas e como regido periurbana, a area rural localizada
no entorno da faixa urbana. Desse modo, os pontos P1, P5 e P6 se encaixam como area

periurbana, P2, P3 e P4 como area urbana, e, P7 como ambiente natural (Tabela 1).
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos amostrais de coleta nos corregos da Palha e Formacgao e
condi¢do de zoneamento em que estio inseridos.

Ponto Coordenadas geograficas Condicio de
amostral [ ongjtude (Sul) Latitude (Oeste) zoneamento
P1 18°13'39.80" 43°35'41.89" Periurbana
P2 18°14'36.07" 43°35'30.78" Urbana
P3 18°15'6.93" 43°352.93" Urbana
P4 18°15'29.85" 43°34'55.46" Urbana
P5 18°16'2.31" 43°33'46.84" Periurbana
P6 18°16'34.75" 43°32'56.65" Periurbana
P7 18°15'50.40" 43°37'17.90" Ambiente Natural

3.2. Protocolo de Avalia¢ao Rapida da Diversidade de Habitats

Em cada ponto de coleta foi aplicado o Protocolo de Avaliacdo Rapida da Diversidade
de Habitats (PARDH) (Anexo A), adaptado por Callisto et al. (2002) para os ecossistemas
l6ticos do estado de Minas Gerais. O protocolo possui 22 pardmetros para a caracterizagao
visual das condigdes da agua, leito, vegetacdo nos cursos d’agua e entorno. De acordo com as
caracteristicas encontradas em cada sitio avaliado, obtém-se um valor de escore que varia entre
0 e 100 pontos, classificando o local como ambiente impactado (<40 pontos), alterado (entre

41 e 60 pontos) ou natural (>61 pontos).

3.3. Parametros Fisico-Quimicos

Em cada ponto de coleta foram registrados, in situ e em triplicata, parametros fisico-
quimicos da dgua de temperatura (°C), pH e Oxigénio Dissolvido (mg/l), através de medidor
multiparametro (Hanna® HI 9828). Para a comparagdo das varidveis fisico-quimicas entre
pontos e estacdes, os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA),
adotando nivel de significancia de menor/igual a 0,05. Os parametros fisicos foram adotados
como variaveis repostas € os pontos amostrais e estagdes chuvosa e seca como variaveis fixas.
Com os resultados aplicamos o teste de Scott-Knott para saber o tamanho da diferenca entre os
dados dos pontos amostrais, utilizando a fun¢do sk do pacote Scottknott (JELIHOVSCHI,
FARIA & ALLAMAN, 2014). Todas as analises foram feitas utilizando o ambiente R (R CORE
TEAM, 2018).
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3.4. Analises Microbiologicas

Amostras de agua foram coletadas em 4 pontos ao longo do Corrego da Palha: P1, P2,
P4 e P6 (Figura 2) para a realizagao de analise microbiologica, de acordo com o recomendado
pela Fundagdao Nacional de Saude (BRASIL, 2013). Acondicionadas em frascos de vidro
estéreis com volume total de 250ml, as amostras devidamente identificadas e mantidas sob
refrigeragdo foram imediatamente encaminhadas ao Laboratorio de Bioprocessos da Faculdade
de Farmacia/UFVIM. Foi realizado teste presuntivo de coliformes totais, através da técnica do
numero mais provavel (NMP), para verificar a presenca de bactérias produtoras de gas do grupo
coliformes. Com o auxilio de pipetas esterilizadas, as amostras de dgua foram inoculadas em
tubos de ensaio contendo tubos de Durhan invertidos. Para cada ponto amostral foram
preparadas 3 dilui¢des (1:1; 1:10; 1:100) em cinco subamostras: cinco tubos de ensaio contendo
10 ml de 4gua amostrada e 10 ml de caldo Lauril Sulfato de Sodio (LST), cinco tubos contendo
1 ml de agua amostrada ¢ 9 ml de caldo LST, e, cinco tubos contendo 0,1 ml de dilui¢cdes do
material amostrado e 9,9 ml de caldo LST. Apo6s a inoculagdo os tubos foram incubados em
estufa a 35°C (£0,5°C) durante 48 horas. As amostras cujo tubo de Durhan havia a presenca de
gas em seu interior foram consideradas positivas para o teste presuntivo. As amostras positivas
seguiram para a verificacdo de coliformes termotolerantes, sendo transferidas com auxilio de
palitos de madeira esterilizados para tubos de ensaio contendo tubos de Durhan invertidos e 10
ml de meio de cultura EC. Permaneceram imersas em banho maria a 44,5 £+ 0,2°C durante 24
horas. As amostras em que houve formacdo de gas em seu interior foram consideradas positivas,
sendo o resultado calculado de acordo a tabela de Numero Mais Provavel (NMP) (Anexo B).
O NMP ¢ determinado pelo numero de tubos positivos que apresentaram as amostras das

diluigdes 1:1; 1:10 e 1:100 nos testes de coliformes totais e termotolerantes.

3.5. Macroinvertebrados Bentonicos

Para a avaliacdo da comunidade dos macroinvertebrados bentonicos, em cada ponto de
coleta o material de fundo foi amostrado utilizando amostrador do tipo Surber de malha de
250um e area amostral de 900cm?, de acordo com Silveira et a/ (2004). Em cada ponto foram
coletadas quatro subamostras, com distancia minima de 3m entre si, em substrato rochoso com
correnteza, predominantemente nu e ocasionalmente com presenca de musgos, folhas, areia

e/ou biofilme.
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O material coletado foi acondicionado em frascos plasticos devidamente identificados,
fixados em paraformaldeido 5% (SILVEIRA et al., 2004) e transportados até o laboratorio de
Ecofisiologia Animal/DCBio no Campus JK da UFVIM. As amostras foram lavadas em agua
corrente com peneira de malha de 250 pum, sendo os espécimes biologicos triados e
identificados até o nivel taxondmico de Familia ou o menor possivel. Foi utilizado literatura
como suporte para a identificagcdo taxondémica (FROEHLICH, 2007; MUGNAI, NESSIMIAN
& BAPTISTA, 2010) e microscopio estereoscopio para a observacao das estruturas. Uma vez

identificados, os espécimes foram preservados em alcool etilico 80%.

Para avaliar a estrutura das comunidades de macroinvertebrados bentonicos foram
utilizadas as métricas de abundancia (total e relativa), riqueza (s) e grafico de sombreamento

(shadeplot) da abundancia transformada por ‘dispersion weighting’ e raiz quadrada.

Para testar a diferenga entre as condigdes referéncia, periurbano e urbano das amostras
foi utilizada a analise de similaridade (ANOSIM), baseada na matriz de dissimilaridade de
Bray-Curtis, com matriz de dados previamente transformada por raiz quadrada, utilizando o
ambiente R (R CORE TEAM, 2018) pela fun¢do anosim do pacote vegan. Os padrdes espaciais
na estrutura da comunidade foram representados pela analise de ordenagdo de escalonamento

multidimensional ndo-métrico (NMDS), utilizando a fungdo metaNMDS do pacote vegan.

Foi aplicado o indice Biological Monitoring Working Party (BMWP), adaptado do
BMWP Minas proposto por Junqueira et al. (2018), e incluso os escores para os tdxons
Nematoda e Collembola de acordo com Camelo (2013) (Anexo C). O indice pontua tdxons de
acordo com sua sensibilidade (alta pontuagao) ou tolerancia (baixa pontuagdo) a poluicao e gera
um escore de acordo com a presenca desses taxons em cada ponto de coleta. Com o resultado
do BMWP foi calculado o indice Biological Monitoring Working Party/Average Score per
Taxon (BMWP/ASPT) Minas, de acordo com Junqueira et al. (2018). Esse indice classifica a
qualidade da agua dos pontos de coleta a partir da riqueza taxondmica de macroinvertebrados

encontradas, dividindo o escore obtido pelo BMWP pelo nimero de tdxons presentes.

3.6. Peixes

Foram capturados seis peixes em cada ponto amostral utilizando rede de arrasto com
dimensdes de um metro e meio de altura por trés metros de largura e malha de 5x15 mm. A

captura ocorreu em areas com presenca de cardume, onde hd maior concentragdo e abundancia
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de peixes, otimizando a coleta. Os animais foram eutanasiados nos locais de amostragem
através de secc¢do cortical, seguindo as diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA (Portaria
n°® 596 de 25 de junho de 2013). O estudo foi realizado com aprovagao prévia do parecer nimero
030/2017 pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA)-UFVIM (Anexo F) e registro
SISBIO 26291-2.

Amostras de branquias foram dissecadas e fixadas em paraformaldeido 4% por 24 horas
e transferidas para solugao tampao fosfato 0,1M e pH 7,4 onde permaneceram até o0 momento
de parafiniza¢do. Nesse processo, os tecidos sofreram desidratacdo através de imersdo em
alcool etilico 50% pernoite e por uma série de banhos em alcool etilico (60%,70%, 80%, 90%,
100% I e 100% II, respectivamente) pelo periodo de uma hora em cada concentragdo. Logo
apos passaram pelo processo de diafanizacao, tornando o tecido translicido, através de duas
imersdes em composto xilol durante uma hora cada. Em seguida foi realizada a inclusdo, em
que os tecidos foram fixados em parafina histologica. Inicialmente imersos em parafina em uma
estufa a 60°C pernoite, foram realocados em nova parafina pelo periodo de uma hora, sendo
confeccionados blocos de 2x3 cm contendo o tecido em estudo. Em um micrétomo (ERM 3100)

foram feitos cortes de sec¢des de Sum e depositados em laminas de vidro para microscopia.

3.6.1. Analises histopatologicas

Para a visualizacdo de alteracdes histopatologicas das branquias através da microscopia
de luz, foram realizadas coloragdes de Hematoxilina férrica e Eosina amarela (H.E.) (Anexo
D). Com essa técnica foi possivel contrastar as estruturas teciduais e diferenciar o citoplasma
do nucleo, permitindo a caracterizagdo e identificacdo morfologica dos tipos celulares. O
minimo de 3 espécimes de cada ponto amostral foi utilizado na realizagdao da técnica. Foram
feitas fotomicrografias em microscopio Optico (modelo Labomed LX400p) em aumentos de

400x e 1000x para a visualizagdo das estruturas teciduais.

As alteragdes histopatoldgicas visualizadas pela técnica de H.E. foram listadas, sendo
calculado o indice de condi¢do histopatoldgico (Tabela 2). Adaptado de Antunes et al. (2017),
o indice avalia o grau de severidade das lesdes branquiais. Cada tipo de lesdo observada recebe
um valor entre 1 e 3, atribuido pelo impacto causado nas fungdes branquiais e sobrevivéncia do
peixe. Quanto mais severa a lesdo, maior o valor. Os valores das lesdes encontradas em cada
local sdo entdo somados, gerando uma pontuagdo total. Quanto maior a pontuagdo maior o
impacto histopatologico sofrido pelas branquias.
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Tabela 2. Indice de condigao histopatoldgica de branquias de peixes. Adaptado de Antunes et al. (2017).

N . Fusdo parcial ~ Proliferagao Fusdo total
Alteracao Congestao . re .
Histopatoléeica  vaseular dos do epitélio  Aneurisma dos
p & filamentos filamentoso filamentos
Escore 1 2 2 3 3

3.6.2. Analise imuno-histoquimica

Foi realizada a imuno-histoquimica (IHQ) das branquias para identificar a presenca
tecidual da proteina HSP70 pela reagdo com anticorpo especifico (Anexo E). Utilizamos o
anticorpo HSP70 monoclonal (mice BRM-22 Sigma, EUA) diluido em solu¢do PBS (Tampao
fosfato-salino) na proporcao de 1:1000. Cada lamina de vidro foi preenchida com trés cortes
teciduais. Em dois cortes foram aplicados 50ul de anticorpo ¢ em um 50ul de solugao PBS,
sendo esse utilizado como controle negativo da reacdo. Nos trés cortes foram aplicados o
cromégeno DAB (tetra-hidrocarboneto 3,5-diamino-benzidina). Durante a técnica o anticorpo
presente no tecido reage com o DAB, produzindo coloragdo em tonalidade marrom-amarelada.
Quanto maior a coloragdo tecidual, maior a expressao imuno-histoquimica da proteina HSP70.

Foi utilizado Hematoxilina férrica como contra-coloracdo do cromégeno.

Ap0s arealizagdo da técnica de IHQ as laminas foram montadas com cobertura de resina
Permount® e laminulas de vidro para a protecao dos fragmentos teciduais. Depois da secagem
em temperatura ambiente por 72 horas foram feitas fotomicrografias em microscopio Optico
(modelo Labomed LX400p) em aumento de 1000x para a visualizacdo da expressdo imuno-

histoquimica nos tecidos.
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4. RESULTADOS

4.1. Protocolo de Avaliacao Rapida da Diversidade de Habitats

O Protocolo de Avaliacdo Répida da Diversidade de Habitat indicou os maiores escores
no ponto amostral de referéncia (P7) e proximo a cabeceira do Corrego da Palha (P1), nos dois
periodos pluviométricos amostrados (Figura 3). Com pontuagdes proximas ao maximo, esses
pontos foram classificados pelo PARDH como ambientes naturais. Os pontos urbanos P2, P3 e
P4 obtiveram escores maiores no periodo chuvoso (ambientes alterados) que no periodo seco
(ambientes impactados), enquanto P5 e P6 apresentaram pouca variacao entre estagdo chuvosa

e seca, ambos classificados como ambientes alterados.

100

Natural

Alterado

Escore

Impactado

Pnn‘to 1 Pun'lu 2 F‘unvlo 3 Pon'to 4 Pon'm 5 Pcn‘to 6 Pon'm 7
Ponto Amostral

Periodo . Chuvoso D Seco

Figura 3. Escores e classificacdo do Protocolo de Avaliagdo Réapida da Diversidade de Habitat dos
pontos amostrais ao longo dos corregos da Palha e Formag@o, Diamantina-MG, durante as estagdes
chuvosa (fevereiro) e seca (setembro) de 2019.

Enquanto os pontos periurbanos apresentaram pouca variagdo entre os escores das duas
campanhas amostrais, os pontos urbanos apresentaram diferenga acentuada entre as pontuagdes

obtidas. Parametros como a presenca de agua fortemente turva, espuma e odor fétido,
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relacionados ao lancamento de efluentes nos pontos urbanos (Figura 4), geraram menores
pontuacdes durante o periodo seco. Enquanto P1 e P7 ndo apresentaram variagdes visuais

aparentes, os demais pontos variaram entre os dois periodos amostrados (Figura 5).

Figura 4. Polui¢do de efluentes domésticos ao longo do Coérrego da Palha, Diamantina-MG. (A)
Despejo direto de esgoto doméstico no Corrego da Palha. (B) Contaminacédo de efluentes domésticos no
Corrego da Palha. (C) Espuma superficial no Cérrego da Palha.

Corrego da Palha Periodo pluviométrico

— — = Area Periurbana — — - Area Urbana Chuvoso Seco

Figura 5. Pontos de coleta ao longo das areas periurbana e urbana dos cérregos da Palha e Formacdo
em Diamantina-MG, durante as esta¢des chuvosa ¢ seca de 2019.
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4.2. Parametros Fisico-Quimicos

As andlises fisico-quimicas de temperatura, pH e oxigénio dissolvido apresentaram
variacoes significativas entre as médias das duas estagdes analisadas (Figura 6). Com excecao
de P5, as temperaturas de todos os pontos variaram significativamente entre os periodos seco e
chuvoso, sendo no total maior na época de chuva (24,03°C). O pH foi maior nos pontos
urbanizados do corrego e durante o periodo de chuva (6,85). J4 OD apresentou valores bem
inferiores nos pontos urbanizados que nos pontos ndo urbanizados. Enquanto nos pontos
urbanos o OD foi maior durante o periodo chuvoso, os outros obtiveram maior quantidade de

oxigénio dissolvido no periodo seco.
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Figura 6. Valores de média e desvio padrdo (n=3) das variaveis fisicas e quimicas de Temperatura, pH
e OD dos pontos de coleta dos corregos da Palha e Formagao, nos periodos de chuva e seca de 2019,
pelo teste de Scott-Knott, P < 0.05. Pontos com letras diferentes nas colunas e asterisco entre os periodos
diferem entre si pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade erro.

4.3. Analises Microbiolégicas

Os testes bacteriologicos indicaram valores baixos de NMP/100ml proéximo a nascente
do corrego e valores altos de NMP no restante de seu curso (Tabela 3). No primeiro ponto
amostral o valor de NMP para coliformes totais foi baixo (130) durante o periodo chuvoso e

maximo (1600) no periodo seco. O teste de coliformes termotolerantes neste ponto apresentou
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valor muito baixo (50) no periodo chuvoso enquanto na esta¢ao seca o valor de NMP foi o
minimo possivel (<2). Os outros trés pontos amostrais ao longo do Corrego da Palha
apresentaram valores maximos de NMP (1600) nos testes de coliformes totais e termotolerantes

tanto na esta¢cao chuvosa como na seca.

Tabela 3. Numero Mais Provavel (NMP) em 100ml de 4gua de coliformes totais e termotolerantes nos
pontos coletados ao longo do Cérrego da Palha, Diamantina-MG, nas estagdes chuvosa (fevereiro) e
seca (setembro) de 2019.Valores de NMP retirados do manual pratico de analise de agua da Fundagio
Nacional de Satde (BRASIL, 2013). Valor minimo < 2 ¢ maximo 1600.

Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes
Ponto (NMP/100ml) (NMP/100ml)
Amostral Estacio Estacio Estacio Estacao

chuvosa seca chuvosa seca
P1 130 1600 50 <2
P2 1600 1600 1600 1600
P4 1600 1600 1600 1600
P6 1600 1600 1600 1600

4.4. Macroinvertebrados Bentonicos

Um total de 6.019 espécimes foi registrado, distribuidos em 38 taxons (Tabela 4). Na
estacdo chuvosa a abundancia total foi de 2.344 macroinvertebrados e riqueza de 29 taxons,
enquanto na seca, foram identificados 3.675 individuos, em 38 tdxons. A familia Chironomidae
foi a mais abundante em todos os pontos e estagdes, com excecdo de P2 durante a seca em que

Psychodidae foi mais numerosa (Tabela 4; Figura 9).
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Tabela 4. Numero de espécimes, abundancia e riqueza dos taxons de macroinvertebrados bentonicos coletados no Corrego da Palha e Corrego Formacao, nas
estagdes chuvosa (Ch) e seca (Se) de 2019.

Grupo S P1 P2 Total
taxondmico Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se
Nematoda 1 1 46 2 50
Oligochaeta 1 1 3 1 2 2 12 4 1 203 7 2 239
Mollusca Physidae 1 1 2
Planorbidae 7 7
Arachnida Hydracarina 7 2 5 14 4 3 1 6 3 1 2 2 24 20 94
Collembola 1 9 9 21 8 5 5 4 6 25 93
Ephemeroptera Baetidae 4 15 169 87 275
Leptophlebiidae 1 7 13 21
Plecoptera Gripopterygidae 7 10 17
Perlidae 2 2 4
Trichoptera Calamoceratidae 4 4
Helicopsychidae 7 7
Hydrobiosidae 2 3 7 12
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Grupo S P2 P3 P5 P6 P7 Total
taxonomico Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se
Hydropsychidae 1 7 19 27
Hydroptilidae 6 18 1 103 100 228
Diptera Blephariceridae 1 1
Ceratopogonidae 6 2 2 1 1 23 35
Chironomidae 64 38 350 41 152 87 79 146 593 291 45 712 422 1189 4209
Culicidae 28 10 6 1 45
Empididae 1 1 1 3 4 10
Psychodidae 24 79 11 82 11 104 5 4 3 2 325
Simuliidae 2 7 2 13 60 83 167
Stratiomyidae 1 1
Coleoptera Elmidae 2 1 4 1 44 56 108
Haliplidae 1 1
Hydrophilidae 4 1 5
Psephenidae 4 3 7
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Total

Grupo Familia
taxondmico Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se
Staphilinidae 3 1 4
Torridincolidae 2 1 3
Odonata Calopterygidae 1 1
Coenagrionidae 1 1
Libellulidae 1 2 3
Protoneuridae 1 1
Lepidoptera Pyralidae 1 6 7
Hemiptera Gerridae 1 1
Hebridae 1 1 2
Mesoveliidae 1 1
Veliidae 1 1
Abundancia (n) 90 95 391 176 193 195 104 274 632 306 58 997 876 1632 6019

Riqueza (s) 11 13 6 9 6 10 8 9 8 5 8 8 20 20 38




Apenas nove taxons apresentaram abundancia acima de 1% (Figuras 7 e 8), constituindo

95,33% da abundancia total. A familia Chironomidae foi a mais abundante com 69,9% seguido

de Psychodidae 5,3%, Baetidae 4,5%, Oligochaeta 3,9%, Hydroptilidae 3,7%, Simuliidae 2,7%,

Elmidae 1,7%, e Hydracarina e Collembola com 1,5% cada (Figura 8).

G

H

Figura 7. Macroinvertebrados bentonicos mais representativos (>1%) coletados nos coérregos da Palha

e Formagao nas duas campanhas amostrais de 2019. (A) Chironomidae; (B) Psychodidae; (C) Baetidae;
(D) Oligochaeta; (E) Hydroptilidae; (F) Simulidae; (G) Elmidae; (H) Hydracarina; (I) Collembola.

Barra: Imm.
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Figura 8. Abundancia relativa dos taxons mais representativos (>1%) coletados no Cérrego da Palha e
Corrego Formagdo nas duas campanhas amostrais de 2019.

A riqueza total nas condic¢des referéncia e periurbano foi de 26 taxons em cada condigao,
enquanto que na condi¢do urbano foram registrados 16 tdxons, com variacdo na abundancia
entre as trés condic¢oes (Tabela 5). O ponto de referéncia (P7) apresentou oito tdxons exclusivos
e concentrou a maior parte da abundancia total (41,7%), especialmente dos taxons mais
sensiveis (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera, Elmidae e Psephenidae) (Tabela 5, Figura
9). Os pontos na condicdo urbano apresentaram menor abundancia total (22,1%) e alta
dominancia de poucos taxons (Chironomidae, Psychodidae, Collembola e Hydracarina - que
representaram 95% da abundancia total nesta condicao) (Tabela 5, Figura 9). Os pontos nas
condig¢des periurbano e urbano apresentaram diminui¢ao gradual da abundancia de taxons mais
sensiveis, até o desaparecimento, e abundancia crescente de tédxons tolerantes como
Psychodidae, Collembola e Culicidae (Figura 9).

Tabela 5. Abundancia total e relativa, riqueza e taxons exclusivos de macroinvertebrados coletados em
diferentes condic¢des dos corregos da Palha e Formagdo no ano de 2019.

Referéncia Periurbano  Urbano

Abundancia total 2.508 2.178 1.333
Abundancia relativa 41,7% 36,2% 22,1%
Riqueza 26 26 16
Téaxons exclusivos 8 7 2
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Referéncia Periurbano Urbano

5 Gripopterygidae

Perlidae
Calamoceratidae I
Helicopsychidae
Haliplidae
Psephenidae [N
Gerridae
Veliidae
2,5 Baetidae
Leptophlebiidae
Hydrobiosidae
Hydropsychidae
Hydroptilidae
Ceratopogonidae
Empididae

Simuliidae
0 Elmidae
Pyralidae
Libellulidae
Hydracarina | ]
Chironomidae
Nematoda
Oligochaeta
Torridincolidae
Planorbidae
Hydrophilidae
Blephariceridae
Calopterygidae
Coenagrionidae
Protoneuridae
Mesovelidae
Physidae

Psychodidae [E—

Collembola

Culicidae
Staphilinidae
Stratiomyidae
Hebridae

Figura 9. Abundancia de tdxons (shadeplof) de macroinvertebrados ao longo das amostras coletadas
nas estacdes chuvosa e seca de 2019, nas condigdes referéncia, periurbano e urbano dos corregos da
Palha e Formagdo. O gradiente de intensidade de cinza representa a abundancia transformada
(“dispersion weighting’ e raiz quadrada), conforme a legenda.

A ANOSIM evidenciou a diferenca na estrutura das comunidades de macroinvertebrados
aquaticos entre as trés condi¢des avaliadas (R=0,344 e¢ p=0,011). A ordenagdo por NMDS
permite visualizar segregacdo espacial entre as amostras das trés condi¢des avaliadas, com
agrupamento dos pontos urbanos e dispersdo dos periurbanos (Figura 10). A formacao de dois
grandes conjuntos foi observada, sendo um composto pelo ponto de referéncia e a montante da
area urbana (P1C e P1S) e outro de pontos urbanos e a jusante (P5C, P5S, P6C e P6S) (Figura
10).
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Figura 10. Ordenacdo NMDS dos pontos amostrais baseada na estrutura da comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos nas condi¢des referencia, periurbano e urbano dos coérregos da Palha e
Formacao nas estagdes chuvosa (C) e seca (S) de 2019.

Os indices bioticos BMWP e BMWP/ASPT classificaram os pontos de referéncia (P7)
e a montante da area urbana (P1) como “Bom” ou “Muito bom” e os pontos urbanos (P2, P3 e

P4) e a jusante (P5 e P6) variaram entre “Regular” e “Ruim” (Tabela 6).
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Tabela 6. indices bidticos Biological Monitoring Working Party (BMWP) e Biological Monitoring Working Party/Average Score per Taxon (BMWP/ASPT) e
classificagdo de qualidade da agua pelo indice BMWP/ASPT dos coérregos da Palha e Formagao durante as estagdes chuvosa (Ch) e seca (Se) de 2019.

P1 P2 P3 P4 Ps P6 P7
ndices
Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se Ch Se
BMWP 64 76 24 33 22 41 30 35 32 17 30 31 117 125
BMWP/ASPT 5.8 5.8 4 3.6 3.6 4.1 3.7 3.8 4 3.4 3.7 3.8 5.8 6.2
Qualidade da Muito
agua Boa Boa Regular ~ Ruim Ruim  Regular  Ruim Ruim  Regular  Ruim Ruim Ruim Boa bl(l)a
(BMWP/ASPT)
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4.5. Peixes

Nos pontos P1 e P7 foram encontrados apenas peixes da espécie Astyanax bimaculatus
Linnaeus 1758 (Characiformes: Characidae), enquanto em P3, P4, P5 e P6 somente a espécie
Poecilia reticulata Peters 1859 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) foi observada (Figura 11). O

ponto urbano P2 foi o tinico em que ndo houve registro de peixe.

Figura 11. Peixes coletados no Cérrego da Palha e Corrego Formacao: (A) Astyanax bimaculatus; (B)
Poecilia reticulata. Barra: 1cm.

4.5.1. Analises histopatologicas

A técnica de coloracdo em Hematoxilina e Eosina revelou diferentes alteracdes
histopatologicas nos diferentes pontos amostrais e periodos pluviométricos. Em A. bimaculatus,
encontrado nos pontos amostrais com menor impacto antropico (Pl e P7), nenhuma
histopatologia evidente foi observada (Figura 12). Ja em P. reticulata, ocorrente nos pontos
amostrados com maior impacto antropico (P3, P4, P5 e P6), foi detectado aneurisma, congestao
vascular, fusdo parcial dos filamentos, fusdo total dos filamentos e proliferagdo do epitélio

filamentoso (Figuras 13 e 14).
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Figura 12. Fotomicrografias de branquias de Astyanax bimaculatus coletados nos corregos da Palha e
Formagao, Diamantina-MG, nas estagdes chuvosa e seca de 2019. Pontos amostrais seguidos por letra
minuscula indicando a estagdo chuvosa (c) e seca (s). Coloragdo em HE, Barra: 400um.
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Figura 13. Fotomicrografias de branquias de Peocilia reticulata coletados no Coérrego da Palha,
Diamantina-MG, e altera¢des histopatologicas presentes. Pontos amostrais seguidos por letra mintscula
indicando a estacdo chuvosa (c) e seca (s). Histopatologias frequentes: aneurisma (seta), congestio
vascular (cabeca de seta), fusdo parcial dos filamentos (asterisco), fusdo total dos filamentos (cerquilha),
proliferagdo do epitélio filamentoso (estrela). Coloragdo em HE, Barra: 400um.
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Figura 14. Fotomicrografias de branquias de Peocilia reticulata coletados no Coérrego da Palha,
Diamantina-MG, nas estagoes chuvosa e seca de 2019. (A) P4, periodo chuvoso. (B) P3, periodo seco.
Histopatologias frequentes: aneurisma (seta), congestdo vascular (cabeca de seta), fusdo parcial dos
filamentos (asterisco), fusdo total dos filamentos (cerquilha), proliferagdo do epitélio filamentoso
(estrela). Coloragao em HE, Barra: 400um.

O Indice de condigdo histopatologico indicou alteragdes morfologicas teciduais com
graus distintos de severidade entre os pontos coletados (Tabela 7). A maior pontuacdo (9) foi
encontrada em P4 no periodo chuvoso e P5 periodo seco, sendo observado as mesmas lesdes
em ambos os pontos. Por ndo apresentarem nenhum tipo de alteracdo histopatologica, os pontos

P1 e P7 ndo pontuaram em ambos os periodos pluviométricos.

Tabela 7. indice de condi¢ido histopatoldgico das branquias de Astyanax bimaculatus e Poecilia
reticulata coletados ao longo dos corregos da Palha e Formacao nos periodos seco (S) e chuvoso (C) de
2019. Valores de severidade das alteracdes histopatoldgicas de acordo com o fator de importincia
histopatologico por Antunes et al. (2017).

. P1 P3 P4 P5 P6 P7
Alteracoes
Histopatologicas
C S Cc S C S C S C S C S
Congestdo vascular - - 1 1 1 1 - 1 1 1 - -
Fusao parcial dos ) i 9 9 ) ) ) ) )
filamentos
Proliferacdo do
epitélio - - 2 - -2 - - 2 2 - -
filamentoso
Aneurisma - - - - 3 - 3 3 - - - -
Fusio total dos ) i 3 3 33 3 3 3 3 ) )
filamentos
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P1 P3 P4 P5 P6 P7

Alteracoes
Histopatologicas c s C s C S c s cC s C S
Total 0 O 8 6 9 8 6 9 8 6 0 O

4.5.2. Analise Imuno-histoquimica

A analise de IHQ revelou a expressdao imuno-histoquimica de HSP70 nas branquias em
todos os pontos e durante as duas estagdes pluviométricas estudadas (Figuras 15 e 16). A
coloracdo escura, indicativa da presenca da proteina avaliada, foi mais intensa durante a estagao
chuvosa em todos os pontos com excecao de P3, cujas branquias apresentaram forte expressao

imuno-histoquimica nas duas estagdes (Figura 16).
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Figura 15. Fotomicrografias de branquias de Astyanax bimaculatus. coletados nos coérregos da Palha e
Formacédo, Diamantina-MG, nas estacdes chuvosa e seca de 2019. Tecidos submetidos a imuno-
histoquimica com anti-HSP70 e contracorados com hematoxilina. (Con) Controle negativo da reagao.
Pontos amostrais seguidos por letra mintscula indicando a estagdo chuvosa (c) e seca (s). Barra: 400pum.
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Figura 16. Fotomicrografias de branquias de Poecilia reticulata coletados no Cérrego da Palha,
Diamantina-MG, nas estacdes chuvosa e seca de 2019. Tecidos submetidos a imuno-histoquimica anti-
HSP70 e contracorados com hematoxilina. (Con) Controle negativo da reacdo. Pontos amostrais
seguidos por letra mintscula indicando a estacao chuvosa (c) e seca (s). Barra: 400um.
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5. DISCUSSAO

As caracteristicas ambientais da dgua e entorno, bem como a biota analisada em seus
diferentes niveis durante as duas estagdes pluviométricas, nos permite observar o impacto
negativo causado pela urbanizagao do municipio de Diamantina sobre o Cérrego da Palha. Esse
impacto gera uma queda na qualidade ambiental do curso d’dgua em sua por¢do urbana, que se
mantém a jusante dessa area, ¢ apresenta sinais de recuperagao no trecho avaliado mais distante
a jusante. Discutiremos cada parametro de analise da qualidade do corrego, respeitando a ordem

dos resultados.

5.1. Protocolo de Avaliaciao Rapida da Diversidade de Habitats

A qualidade dos trechos amostrados através do PARDH cai vertiginosamente a medida
que o Corrego da Palha atravessa a area urbana, apresentando uma melhora discreta nos pontos
a jusante. Nossos resultados se assemelham com os de Padovesi-Fonseca et al. (2010) que
observaram baixa integridade ambiental nas 4reas urbanas de um rio em Planaltina-DF e
aumento da qualidade quanto mais o curso d’dgua se distanciava da urbanizagdo. Os autores
destacam que a influéncia da urbanizagdo sobre a margem e o leito do coérrego, como o

lancamento de efluentes, ¢ evidenciada através do PARDH.

Os pontos periurbanos e de referéncia (P1, P5, P6 e P7) apresentaram pouca variagdo
na pontuagao entre as estagdes, sendo classificados como naturais ou alterados. Com excecao
de P6, essas areas obtiveram maior pontuagdo durante a estacdo seca. A preservagdo das
caracteristicas fisicas do leito, vegetacdo e auséncia de ocupacdo residencial nas margens
contribuiram para o maior escore na seca, assim como encontrado por Pinto, Oliveira & Valente
(2020). O ponto 1, localizado proximo a cabeceira do corrego em area de tombamento estadual,
obteve pontuacdes semelhantes aos do ponto de referéncia, demonstrando seu elevado grau de
preservacdo ainda que possua em sua proximidade vias e influéncia antropica. Os pontos
urbanos (P2, P3 e P4) tiveram grande variagdo entre os periodos avaliados, sendo classificados
como alterados durante o periodo chuvoso € como impactados no periodo seco. Disturbios
antropicos como oleosidade e transparéncia da agua, presenca de lama no fundo e erosao das
margens foram mais acentuados nesses trechos durante a época seca, contribuindo para seus
escores baixos nesse periodo. As condigdes encontradas nos pontos urbanos foram similares a

outros estudos que avaliaram rios sob influéncia antropica, com baixas pontuacdes no PARDH
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refletindo alteracdes ocorrentes no leito e margens, como a maior concentracao de efluentes

domésticos (KRUPEK, 2010; CORDEIRO et al., 2016; GOMES et al., 2018).

5.2. Parametros Fisico-Quimicos

A variavel ambiental de temperatura ¢ fundamental na dindmica bioldgica dos
organismos aquaticos, uma vez que determina a velocidade de processos biogeoquimicos
(WARD et al., 2013). De acordo com Baggio, Freitas & Araujo (2016), ela também regula
outros parametros fisico quimicos da agua. A variagdo nos valores médios de temperatura ao
longo do Coérrego da Palha no periodo chuvoso ficou entre 22,01°C e 25,95°C, e entre 17,8°C
e 24,3°C no periodo seco, época com maior amplitude térmica. Entre os periodos, a temperatura
média foi maior na estacdo chuvosa (24,03°C) que na seca (21,32°C). Vérios fatores como
profundidade do leito, velocidade da agua, horario da amostragem e sombreamento da mata

ciliar influenciam diretamente nos valores de temperatura (BARROS et al., 2019).

As areas urbanas obtiveram pH mais elevado que as areas com menor influéncia
antropica. Em P1 o pH foi o menor dentre os pontos amostrais do corrego, valores
significativamente semelhantes aos do ponto de referéncia. O pH sofre um acréscimo de valor
nos trechos ao longo da area urbana e queda nos pontos periurbanos a jusante, retornando a
valores baixos em P6. Outros trabalhos com achados semelhantes discorrem sobre o impacto
causado pelo langamento de efluentes no pH dos rios, ocasionando aumento no pH em regides

urbanizadas (CORDEIRO et al., 2016).

O pH médio da estacdo chuvosa (6,85) foi levemente maior que o da seca (6,46). Em P1
e P6, com menor influéncia urbana, o maior fluxo d’4agua, presenca de mata ciliar e o
carreamento pluvial de material vegetal para o leito do corrego podem explicar o menor pH
durante a esta¢do chuvosa. A presenca de 4cidos humicos, oriundos de decomposicao vegetal,
contribuem com a queda de pH da dgua (BRASIL, 2014). J& os pontos com maior urbaniza¢ao
apresentaram valores de pH menores durante o periodo seco. A menor diluicdo de compostos
em suspensao na agua pela auséncia de chuvas, explica valores baixos de pH em periodos de
estiagem (SILVA et al., 2008). Outro estudo realizado no Corrego da Palha também encontrou
valores menores de pH durante a época seca, responsabilizando a menor diluicdo de material
organico somado ao langamento de efluentes domésticos no leito (BARROS et al., 2019).
Outros trabalhos também atribuem a menor vazdo de 4gua durante o periodo seco como

responsavel por valores baixos de pH (HABERLAND et al., 2012; NOZAKI et al., 2014).
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As taxas de oxigénio dissolvido (OD) sofrem uma grande queda quando o Coérrego da
Palha atravessa a area urbana de Diamantina. Em ambos os periodos a concentracio de oxigénio
em P1 ¢ proxima do ponto referencial, caindo drasticamente e mantendo uma homogeneidade
nos pontos urbanos em sequéncia. Ao alcancar P6, ponto periurbano mais distante da area
urbana, a concentragdo se torna significativamente semelhante aos valores de P1, evidenciando
o impacto da regido urbana sobre o Corrego da Palha e também o processo de depuracdo nesse
ponto (COSTA & TEIXEIRA, 2010). Esse resultado corrobora o estudo de Barros et al. (2019)
que encontraram valores extremamente baixos de OD na area urbana do Corrego da Palha.
Outros trabalhos como os de Siqueira, Aprile & Miguéis (2012), Baggio, Freitas & Araujo
(2016) e Cordeiro et al. (2016) também evidenciam a forte influéncia urbana na queda dos

niveis de OD em rios.

Durante a época seca P1 apresentou o maior valor médio de OD no Coérrego da Palha
(6,66 mg/l) registrando logo em seguida, em P2, o menor valor médio do cérrego (1,97 mg/1).
Os pontos com menor grau de urbanizagdo obtiveram maiores taxas de OD na estagdo seca,
porém com pouca variagdo entre as duas épocas. Ja os pontos com maior influéncia urbana
apresentaram maiores valores de OD durante o a estacdo chuvosa, com grande variagdo entre
as épocas. A turbuléncia gerada na dgua durante eventos de chuva aumenta a troca de gases
entre a agua do rio e o ar, elevando os indices de oxigénio dissolvidos em periodos chuvosos
(Pereira et al., 2010), o que pode explicar maiores valores encontrados durante a chuva nos

pontos urbanos.

Os niveis de OD influenciam toda a biota presente em um corrego (WAITE et al, 2019).
Quando extremamente baixos (>2mg/L) podem ser fator limitante na sobrevivéncia de peixes,
afetando respostas fisiologicas como a diminuicdo de imunidade e resultando na morte de
individuos (ABDEL-TAWWAB et al., 2019). Eventos de mortes em massa de peixes sao
comumente relacionados a baixa oxigenagdo da d4gua (POLLOCK, CLARKE & DUBE, 2007).
Nas comunidades de macroinvertebrados bentonicos valores baixos de OD resultam em
diminui¢do da riqueza de taxons e dominancia de espécies tolerantes (JACOBSEN, 2008;
WAITE et al., 2019). Devido aos valores muito baixos encontrados nos pontos urbanos era
esperado uma condicao limitante de sobrevivéncia dos organismos que habitam esses pontos.
Isso pdde ser confirmado através dos bioindicadores com a auséncia de peixes em P2 (DE

SOUZA & TOZZO, 2013), lesdes e superexpressao histoquimica de HSP70 nas branquias
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(SALES et al., 2017), além da baixa riqueza e dominancia de taxons tolerantes de

macroinvertebrados bentonicos nesses pontos (CORDEIRO et al., 2016).

5.3. Analises Microbiolégicas

Nos testes de coliformes totais e termotolerantes houve variacdo nos valores de
NMP/100ml entre os periodos chuvoso e seco apenas no ponto amostral préximo a nascente do
Corrego da Palha (P1). O NMP para coliformes totais nesse trecho foi menor durante a estagao
chuvosa que na estacao seca. A maior pluviosidade na estacdo chuvosa pode explicar o baixo
valor de NMP nesse periodo, uma vez que aumenta a diluicdo de material organico presente
(BARROS et al., 2019), utilizado como nutriente pelas bactérias (HABERLAND et al., 2012).
As bactérias ndo fecais desse grupo podem estar presentes no solo, sdo mais resistentes a
agentes desinfetantes e apresentam maior sobrevida na agua que as bactérias patogé€nicas de
origem intestinal (BRASIL, 2013). O NMP de coliformes termotolerantes em P1 foi maior na
estacdo chuvosa que na seca, seguindo um padrdo ambiental ja conhecido. Com origem fecal e
majoritariamente antropogénica, o grupo das coliformes termotolerantes ¢ comumente
predominante nos corpos hidricos durante periodos chuvosos devido ao carreamento de dejetos
humanos, ocasionando maior concentracdo de material fecal no ambiente (OLIVEIRA &

CUNHA, 2014; RAMOS et al., 2016).

Os pontos amostrais inseridos na porc¢ao urbana do municipio (P2 e P4) e posterior a
eles (P6) apresentaram valores maximos de NMP/100ml (1600) nos dois testes bacteriologicos
e em ambos os regimes pluviométricos. Em uma analise similar, Souza et al. (2017) também
verificaram alta carga de coliformes totais e termotolerantes na 4rea urbana do Rio Poxim, no
estado de Sergipe, e baixa carga bacteriana na area a montante da povoagao. A presenca elevada
de bactérias termotolerantes na agua ¢ considerada um indicador seguro de contaminagdo fecal
(DONNENBERG, 2013). Os altos valores de NMP nas zonas urbanas sugerem impacto
antropico na qualidade hidrica, oriundo do langamento de efluentes domésticos no curso d’agua
(RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015). Cerca de 61% dos domicilios de Diamantina despejam
esgoto sanitario diretamente no Corrego da Palha (GARRAFFONI & PEREIRA, 2012). A
presenca de bactérias termotolerantes na area urbana do Coérrego da Palha também foi
confirmada por Barros ef al. (2009) que relacionaram o achado ao langamento de efluentes na

regido de drenagem.
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Os resultados dos testes de coliformes termotolerantes alertam para o risco de satide em
que a populacao ribeirinha local esta exposta. A comunidade utiliza alguns pontos ao longo do
corrego para recreacao e realiza plantio direto de hortaligas as margens do leito do corrego
(ARAUJO et al., 2016). A realizagdo dessas atividades somadas ao despejo de dejetos sanitarios
domésticos no curso fluvial pode acarretar ndo apenas em problemas relacionados as bactérias
do grupo coliformes, bem como ocasionar doencas de origem oro-fecal com veiculagdo hidrica

pela dgua nao tratada do rio (LIU et al., 2012).

5.4. Macroinvertebrados Bentonicos

A comunidade de macroinvertebrados no Corrego da Palha foi representada em sua
maioria por familias de insetos (92%), o que ¢ comumente relatado em estudos que destacam a
predominancia numérica desse grupo na fauna de macroinvertebrados aquaticos (RIBEIRO &
UYEDA, 2005; SANTOS et al., 2017). Também avaliando a comunidade de
macroinvertebrados no Coérrego da Palha em Diamantina-MG, Viana (2018) observou quase

totalidade de insetos dentre os espécimes amostrados (97%).

A maior abundancia de macroinvertebrados encontrada durante a estacdo seca também
foi observado por Bispo ef al. (2006) e Thomazi et al. (2008). A precipitagao pluviométrica
contribui com a flutuacdo da abundancia e riqueza de tdxons dos macroinvertebrados
bentonicos, tornando a estrutura das comunidades durante a estagdo seca mais estaveis

(ABILIO et al., 2006).

A familia Chironomidae (Diptera) foi o tdxon mais dominante, representando quase
70% dos espécimes. A alta abundancia e dominancia desse grupo € relatado por outros autores
(DOCILE et al., 2016; SANTOS et al., 2017; DE SOUZA, MUNIZ & OLIVEIRA JUNIOR,
2018) que destacam a presenca dessa familia nos diferentes tipos de ambientes estudados,
principalmente em d4reas urbanizadas (MENEZES er al, 2019). Muitas espécies de
quironomideos apresentam hemoglobina em seus corpos, o que lhes confere grande resisténcia
em areas com pouco oxigénio dissolvido (MURRIETA-MOREY, NAJAR & ALCANTARA-
BOCANEGRA, 2016). A dominancia de Chironomidae encontrada nos pontos urbanos
corrobora os resultados de Viana (2018) que, avaliando a comunidade de macroinvertebrados
no mesmo Coérrego da Palha, relatou abundéncia total de 94% de Chironomidae entre os

espécimes encontrados em pontos urbanos.
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A familia Psychodidae (Diptera) apresentou a segunda maior abundancia dentre os
taxons amostrados (5,3%). Encontrada principalmente nos pontos urbanos, foi o grupo mais
abundante em P2 durante a estacdo seca. Muito tolerantes a poluic¢do, a alta abundancia de
psicodideos no ambiente ¢ associada a condi¢des de urbanizacdo (MARTINS et al., 2017;
CARDOSO et al, 2019). Avaliando area urbanas e ndo urbanas de um cérrego, Menezes et al.

(2019) também encontraram alta abundancia de Psychodidae em amostras de pontos urbanos.

As familias Baetidae (Ephemeroptera) e Hydroptilidae (Trichoptera) representaram
respectivamente 4,5% e 3,7% dos espécimes totais e foram mais abundantes no ponto
referencial. Elas integram o grupo EPT (Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera), formado
por trés ordens de insetos aquaticos com alta sensibilidade a polui¢ao, frequentemente utilizado
como bioindicador de boa qualidade ambiental (CRISCI-BISPO, BISPO & FROEHLICH,
2007; SIEGLOCH et al., 2016; MARTINS et al., 2017; LOU et al., 2018; MENEZES et al.,
2019; SOUZA et al., 2020).

Os anelideos da subclasse Oligochaeta corresponderam a 3,9% da abundancia total de
macroinvertebrados. Sao considerados organismos resistentes a polui¢ao além de participarem
no processo de ciclagem da matéria organica (GOULART & CALLISTO, 2003). Assim como
outros trabalhos (SANTOS et al.,2017; MENEZES et al., 2018; VIANA, 2018) os oligoquetos
foram encontrados em diferentes tipos de ambientes, com maior abundancia nas areas urbanas

e periurbanas.

A familia Simuliidae (Diptera) representou 2,7% do total de espécimes, com maior
abundancia nos pontos de referéncia e periurbanos. Em seu estudo, Docile et al. (2016)
encontraram alta abundancia de Simuliidaec com preferéncia em &areas com condig¢des
intermediarias de qualidade ambiental. De acordo com os autores supracitados, os simulideos
sobrevivem em diferentes condi¢gdes ambientais por apresentam tolerancia a hipoxia e

alimenta¢do baseada em detritos de matéria organica em suspensao.

Os representantes da familia Elmidae (Coleoptera) foram 1,7% dos espécimes
coletados. Presentes mais abundantemente no ponto referencial, esses coledpteros sao
comumente encontrados em rios bem preservados e com boa qualidade ambiental (BRAUN et

al.,2014; MARTINS et al., 2017; STUBBINGTON et al., 2019).
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Os taxons Collembola (Entognatha) e Hydracarina (Acari) representaram 1,5% cada um
do total das amostras. Enquanto os colémbolos foram encontrados apenas nos pontos urbanos
e periurbanos, os acaros e a familia Chironomidae foram os tnicos presentes em todos os pontos
e estagoes amostrados. Colémbolos costumam ser encontrados em maior quantidade em
ambientes urbanos (PETERSON et al, 2017), enquanto diferentes géneros de Hydracarina
ocupam habitats com graus variados de antropizacdo (GOLDSCHMIDT, HELSON &
WILLIAMS, 2016).

O ponto referencial apresentou a maior diversidade, abundancia e exclusividade de
taxons, especialmente do grupo EPT. A alta diversidade de tdxons em um rio ¢ relacionada a
auséncia de impactos antropogénicos, enquanto a baixa riqueza geralmente indica distlrbios
como polui¢dao (AZRINA et al., 2006). Mudancas na estrutura do ambiente como a retirada de
cobertura vegetal afetam a biota aquatica, incluindo diminui¢do da diversidade de EPT
(CASTRO et al., 2020). Em estudo realizado na mesma bacia, GARRAFONI 2013
identificaram maior riqueza, abundancia e exclusividade de taxons de EPT em pontos amostrais
com condi¢des naturais que em pontos com algum grau de distirbio antropico. A alta
diversidade taxondmica encontrada na condi¢ao periurbana foi majoritariamente exclusiva de
P1, com a presenga de familias de EPT e Odonata que apresentam forte relacdo com a auséncia
de poluicdo (FREEMAN & SCHORR, 2004) e presenga de vegetagdo riparia (PIRES ef al.,
2020), caracteristicos desse ponto amostral. Os pontos urbanos e a jusante tiveram baixa riqueza
e dominancia de taxons tolerantes a poluicdo como as familias Chironomidae e Psychodidae.
Alta dominancia e baixa diversidade de tdxons sdo bons indicativos de cursos d’agua sob
influéncia antrépica (OMETTO et al. 2004). Tal resultado assemelha-se ao de Menezes et al.
(2019) que, ao avaliar um rio sob influéncia urbana em Lavras-MG, encontraram dominancia

dessas duas familias de dipteros.

O resultado da ANOSIM indicou que ha relacio entre a distribuicio dos
macroinvertebrados bentdnicos e a condicdo de ambiente do ponto amostrado. A distribui¢ao
da fauna bentdnica segue as condi¢des ambientais em que se encontra inserida (MENEZES et
al., 2019), apresentando alta complexidade e riqueza em areas de condicao natural preservadas
e baixa quando ha a presenca de poluentes, como ocorre em areas urbanas (MOREYRA &
PADOVESI-FONSECA, 2015). Essa relagdo pdde ser melhor observada através da NMDS,
onde os padrdes espaciais demonstram a maior proximidade existente entre as estruturas da

comunidade dos pontos de referéncia e a montante da area urbana (P1C e P1S), com menor
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disturbio antrdpico, e entre os pontos urbanos e periurbanos a jusante, impactados pela
urbanizagdo. Corregos situados em areas urbanas estdo sujeitos a maior degradacdo causada
pela poluicdo, o que pode alterar a estrutura da comunidade aquatica e diferencia-la das
encontradas em condig¢des naturais (BAKER & KING, 2010; CASTRO et al., 2020). O ponto
mais a jusante aos pontos urbanos (P6C e P6S) foi o mais disperso dentre o agrupamento,
indicando diferenciacdo entre sua comunidade e a dos pontos com maior impacto antropico. A
estrutura da comunidade bentonica, afetada em areas urbanas, pode ser incrementada pelo
aumento da vegetacao riparia (DOCILE et al., 2016), o que ¢ bastante presente em P6. Essa
substitui¢do da comunidade aquatica, se aproximando da presente em condi¢des naturais locais,
¢ representativa e indica um provavel processo de depuracdo da dgua (VON SPERLING, 2007).
O acréscimo de oxigénio dissolvido a jusante da area de recepgdo de matéria organica também

evidencia autodepuracdo nesse ponto (COSTA & TEIXEIRA, 2010).

Os indices bidticos BMWP e ASPT mostraram-se sensiveis as diferentes condi¢des de
urbaniza¢do dos pontos amostrais. Os pontos de referéncia (P7) e a montante da area urbana
(P1), com baixa influéncia antropica, foram classificados de acordo com BMWP/ASPT como
ambientes de qualidade “Boa” ou “Muito boa”, refletindo a elevada riqueza de tdxons presente
nesses pontos. Esse resultado corrobora trabalhos como os de Yoshida & Rolla (2012) e
Menezes et al. (2018) que apresentam escores altos e boa classificagdo do indice ao estudar
areas preservadas. Ja os pontos urbanos (P2, P3 e P4) e a jusante (P5 e P6) foram classificados
como “Regulares” ou “Ruins”, seguindo a menor riqueza ¢ a dominancia de poucos tdxons
encontrada nesses pontos (CARDOSO et al, 2019). A degradacao da qualidade ambiental em
rios urbanos gera um declinio de tdxons sensiveis, reduzindo a biodiversidade de
macroinvertebrados (BAKER & KING, 2010), influenciando diretamente em escores baixos

do indice.

5.5. Peixes

A auséncia ou presenca de determinados peixes em um ambiente pode ser reflexo de
seu estado ambiental, tornando os peixes bons indicadores de polui¢des severas (DE SOUZA
& TOZZO, 2013). A auséncia de peixes em P2 nas duas campanhas amostrais reflete o impacto
causado pela urbanizacdo em seu entorno, com a construgdo de edificios em sua margem e
grande volume de esgoto despejado em seu leito. Dentre os pontos amostrados, o ponto 2 obteve
a menor média de oxigénio dissolvido, tanto no periodo chuvoso quanto no seco. Taxas

extremamente baixas de OD, como encontrada nesse ponto, sdo fatores limitantes para a
50



existéncia de peixes no ambiente (ABDEL-TAWWAB et al., 2019). A espécie P. reticulata foi
a Unica ocorrente na area urbana e a jusante, possivelmente pela sua elevada resisténcia a baixa
qualidade ambiental ¢ dominancia sobre outras espécies de peixes menos resistentes (DE
SOUZA & TOZZO, 2013). Ja A. bimaculatus, encontrada nos pontos com melhor preservacao
ambiental, vém sendo utilizada nos ultimos anos em estudos envolvendo biomarcadores de
poluicdo ambiental (BATISTA et al.,2019; NUNES & JESUS, 2019) se demonstrando sensivel

a impactos antropicos.

As espécies do género Astyanax apresentam grandes semelhangas morfologicas,
ecologica e comportamentais (GURGEL, 2004). Bastante comuns em rios de todo o Brasil, sdo
frequentemente utilizadas em estudos de biomonitoramento, principalmente em eventos de
poluicdo ambiental com origem antropica devido sua alta sensibilidade (NIMET,
GUIMARAES & DELARIVA, 2017; TOLUSSI et al., 2018; FRANCISCO et al, 2019;
WACHTEL et al., 2019).Varios trabalhos apontam a espécie A. bimaculatus como boa
bioindicadora de contaminacao pluvial por diferentes tipos de contaminantes. Estudando os
efeitos do esgoto sobre um rio na Coldombia, Corredor-Santamaria, Torres-Tabares & Velasco-
Santamaria (2019) encontraram alteragdes histologicas severas em branquias de A. bimaculatus
coletados no trecho urbano, area com grande despejo de efluentes. No Brasil, Bisognin et al.
(2020) avaliaram os efeitos de farmacos de efluentes com e sem tratamento em diferentes
orgdos de A. bimaculatus, na cidade de Porto Alegre. Os autores encontraram alteragdes
metabolicas, como estresse oxidativo elevado, nos peixes expostos ao efluente in natura e
alteragdes menos severas nos peixes em contato com efluentes tratados, evidenciando o impacto
da polui¢do urbana sobre a ictiofauna. Apos observarem alteracdes histopatologicas profundas
em branquias de A. bimaculatus causadas pela exposi¢do ao zinco, Santos et al. (2012) refor¢am
que a espécie se apresenta como uma excelente indicadora de poluicdo ambiental por metais

pesados.

A espécie P. reticulata, encontrada em P3, P4, P5 e P6, ¢ originéria do Caribe e Norte
da América do Sul. Introduzida em rios de todo o Brasil, € utilizada como peixe ornamental em
aquarios (DEACON, RAMNARINE & MAGURRAN, 2011). Em ambientes com baixos niveis
de oxigénio dissolvido, como nos pontos urbanos e periurbanos a jusante da cidade, esse
poecilideo apresenta grandes vantagens competitivas por ser altamente tolerante, excluindo
possiveis predadores nao adaptados a esta condi¢gdo ambiental e colonizando sem maiores

dificuldades esses sitios (DE SOUZA & TOZZO, 2013). Apesar de exdtica a espécie €
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destacada como agente de controle bioldgico por possuir comportamento alimentar larvivoro e
consumir formas imaturas de dipteros transmissores de doengas humanas (DUA et al, 2007;
KUSUMAWATHIE et al, 2008; PEREIRA et al., 2016; SHAFIQUE et al., 2019). Estudos
como os de El-Sabaawi et al. (2016) e Fernando et al. (2018) alertam sobre os riscos da
introducao, estabelecimento e impactos de P. reticulata sobre a biodiversidade de ecossistemas

locais e defendem a opcao do uso de peixes nativos como agentes de controle zoonotico.

5.5.1. Analises histopatologicas

Ainda que as histopatologias encontradas nesse estudo possam ocorrer nos dois grupos
de peixes coletados (GOMES et al., 2012; ANTUNES et al., 2017), as branquias de 4.
bimaculatus presentes em P1 e P7 ndo apresentaram nenhuma alteragao evidente, refletindo a
boa qualidade da agua nesses pontos (CAMARGO & MARTINEZ, 2007; CARVALHO NETA
etal,2014).

As lesdes histopatologicas encontradas em P. reticulata t€m origem associada ao
estresse por poluentes, o que também explica a auséncia de lesdes em A. bimaculatus,
encontrado em pontos com auséncia de poluicao por efluentes (P1 e P7) (CARVALHO NETA
et al,2014). O fusionamento de filamentos secundérios e aumento da area tecidual sdo respostas
fisiolodgicas ao estresse ocasionado pelos baixos niveis de OD nos trechos urbanos, aumentando
a capacidade de obtencao e consumo de oxigénio nessas condigdes (GAULKE et al., 2014). Os
aneurismas encontrados podem também ter relagdo com a pouca oxigenacdo da agua. A
vasodilatagdo ocasionada pela condi¢do de hipoxia pode gerar a ruptura de células pilares do

filamento, causando aneurismas (PEREIRA ef al, 2014).

Ainda que a média de OD tenha sido menor na €época seca, as alteracdes histoldgicas
em branquias de P. reticulata foram mais acentuadas durante o periodo chuvoso. Além de OD
outros fatores quimicos ndo avaliados neste estudo, como por exemplo metais pesados e
agrotoxicos, podem contribuir na configuragdo das lesdes branquiais (SANTANA &
CAVALCANTE, 2016). De Lima Cardoso et al. (2018) também encontraram um maior volume
de lesdes biomarcadoras em peixes durante o periodo chuvoso. No estudo realizado em um
corpo hidrico com descarga de esgoto e presenga de metais pesados, os autores supracitados
sugerem que os eventos pluviométricos tornam o curso d’agua mais suscetivel a variagdes

ambientais que geram estresse na ictiofauna.
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Os valores totais observados no indice de condi¢do histopatologico indicaram a maior
pontuagdo em P4 (17), seguido de P5 (15). Os pontos P3 e P6 obtiveram a mesma pontuacao
(14). Esses valores revelam o elevado grau de impacto no tecido branquial dos peixes presentes
na area urbana e a jusante da mesma. Para Camargo & Martinez (2007) lesoes branquiais de
peixes de rios urbanos, como encontradas em nosso estudo, sdo respostas diretas da
contaminagdo ambiental presente nesses locais. Por estarem localizados em regido proxima a
por¢ao final da mancha urbana, os peixes de P4 e PS5 tendem a ter contato com maior carga de
efluentes domésticos acumulados durante a passagem do corrego em toda a extensao da cidade
(CAMARGO & MARTINEZ, 2007). Ja& P1 e P7 ndo apresentaram nenhuma alteragdo em
nenhuma época, refletindo a boa qualidade ambiental e 0o minimo de estresse sobre a
morfohistologia branquial existente nos pontos. Esse resultado corrobora trabalhos como os de
Camargo & Martinez (2007), Carvalho Neta ef al. (2014) e De Lima Cardoso ef al. (2018) que
encontraram pouca ou nenhuma lesdo em branquias de peixes em areas preservadas e varias

lesdes em peixes de areas urbanas.

5.5.2 Analise imuno-histoquimica

As andlises de IHQ revelaram maior expressdo imuno-histoquimica de HSP70 durante
o periodo chuvoso que no seco. Nos pontos com menor impacto antrépico (P1 e P7) a presenga
de HSP70 nas branquias de A. bimaculatus foi discretamente diferente entre os dois periodos
estudados, sendo mais acentuada na estacdo chuvosa, época com menor média de OD nos
pontos. Estudos recentes em diversos tipos de células e espécies de animais relacionam o estado
de hipdxia com a superexpressao de HSP70 (NIE et al., 2018; LI, LI & REN, 2019; TRIPP-
VALDEZ et al, 2019; KARAMOOZIAN, DEHESTANI, & BEHJATMANESH-
ARDAKANI, 2020), incluindo peixes (EKAMBARAM & NARAYANAN, 2017; ABARIKE
et al., 2020). As branquias dos peixes dos pontos urbanos e a jusante também indicaram a
presenca mais intensa de HSP70 no periodo chuvoso. O grande aporte de poluentes domésticos
nessa regido contribui para o estresse celular e superexpressao imuno-histoquimica da HSP70
(EKAMBARAM, PARASURAMAN, & JAYACHANDRAN, 2016). Por esse motivo, com as
chuvas, os efluentes urbanos podem chegar com maior intensidade nesses pontos, ocasionando
maior presenga de HSP70 nos tecidos durante este periodo. Em P3, local com langamento direto
de efluentes domésticos, a andlise imuno-histoquimica demonstrou a presenca elevada de
HSP70 nas branquias nas duas estacdes. A presenca de xenobidticos na agua, também oriundos

da efluentes sem tratamentos, causa estresse tecidual e ocasiona a superexpressao de HSP70
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(EKAMBARAM & NARAYANAN, 2017), modulando processos citoprotetores como o
redobramento de proteinas que aproximam a homeostase celular (FERNANDEZ-

FERNANDEZ & VALPUESTA, 2018).

A expressao imuno-histoquimica de HSP70 nas branquias de A. bimaculatus nas areas
pouco impactadas foi exclusivamente na regido citoplasmatica. Ja as branquias de P. reticulata,
nos pontos com maior impacto, a proteina ocorreu tanto no citoplasma como no nucleo celular.
O deslocamento dessas proteinas para a regido nuclear ¢ um modo de protegdao celular de
proteinas ribonucleicas, fundamentais na homeostase da célula (CARDOSO et al., 2015). Em
condi¢des de grande estresse, a superexpressao da HSP70 na regido nuclear ocorre devido sua
funcao na importagdo e reparo de outras proteinas e desagregacdo de agregados proteicos. Em
sequéncia, a HSP70 transloca e distribui-se em todo o citoplasma, o que indica o retorno

homeostatico celular MUTHUSWAMY et al., 2018).

6. CONCLUSAO
Considerando os resultados encontrados, as ferramentas de avaliacdo das caracteristicas

ambientais e bioindicadores se mostraram eficientes para a caracterizagdo ambiental do Corrego
da Palha em um gradiente de urbanizacio. E significativo o impacto presente no corrego na
area urbana do municipio de Diamantina, com piores resultados das diferentes analises nos
pontos urbanos e a jusante do que 2 montante e referéncia.

Os resultados fisico-quimicos e 0o PARDH caracterizaram o ponto a montante da area
urbana, com valores de OD e pH préximos aos do local de referéncia, como natural € os pontos
urbanos e a jusante, com valores baixos de OD e pH, como alterados ou impactados, em piores
condig¢des na estagdao chuvosa.

As andlises microbiologicas revelaram a presenca de bactérias dos grupos coliformes
totais e termotolerantes ao longo de todo o percurso do corrego, com baixa carga no ponto
anterior a area urbana e alta carga nos pontos urbanos e a jusante.

A avaliacdo da comunidade de macroinvertebrados bentonicos revelou nos pontos
urbanos e a jusante baixa riqueza e dominancia quironomideos, caracteristico de ambientes
impactados, e foram classificados como regulares ou ruins pelo indice BMWP/ASPT. O ponto
a montante da urbanizacdo apresentou alta riqueza de taxons, incluindo o grupo EPT, com
estrutura mais proxima do ponto referencial, classificados como bons ou muito bons pelo

BMWP/ASPT. A NMDS demonstrou a separagdo espacial da comunidade entre um grupo
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formado pelo ponto referencial e ponto anterior a area urbana e outro grupo composto pelos
pontos urbanos e a jusante.

Foi verificada a presenca de peixes da espécie Astyanax bimaculatus nos pontos de
referéncia e a montante da area urbana e de Poecilia reticulata nos pontos urbanos, com exce¢ao
de P2 onde ndo foi encontrado peixes. As andlises histoldgicas revelaram a auséncia de
alteracdes histologicas nas branquias dos peixes de A. bimaculatus (P1 e P7) e diversas lesdes
branquiais em P. reticulata (presente nos pontos urbanos e a jusante), com maior severidade na
estacao chuvosa. A IHQ mostrou a expressao imuno-histoquimica de HSP70 nas branquias de
todos os pontos, com menos intensidade em A. bimaculatus que P. reticulata. Nos pontos
urbanos e a jusante a expressao imuno-histoquimica foi mais intensa durante a estagdo chuvosa
que na seca.

Dessa forma, o Corrego da Palha apresenta boa qualidade ambiental anterior a regido
urbana e baixa qualidade na area urbanizada, refletindo o impacto causado pela urbanizagio.
Os pontos a jusante da regido urbana tiveram incremento na qualidade ambiental a medida que

se distanciaram da area urbanizada.

7. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados demonstram o impacto que a area urbana do municipio de Diamantina

gera no estado ecoldgico de um dos seus principais rios, € devem servir de subsidio para
elaboragado e pratica de politicas publicas que visam proteger o bem estar do rio, sua biota e a
populacdo diamantinense.

Levar o conhecimento sobre o corrego da Palha para a populagdo do municipio de
Diamantina ¢ importante para a conscientizacdo socioambiental e o seu proprio papel no
ecossistema. Nesse contexto, envolver a comunidade através da educacao ambiental a tornara
aliada nos processos e agdes de prote¢do e conservagao desse rio urbano. Para isso, a elaboragao
de uma cartilha pedagodgica ilustrada sobre as bactérias, os macroinvertebrados bentonicos e os
peixes presentes nos rios urbanos de Diamantina, através dos achados desse e de outros
trabalhos realizados no municipio, pode ser uma ferramenta 1til em intervengdes didaticas,
feiras, exposicdes e projetos de extensdes realizados nas escolas da regido. Além disso, ¢
importante apresentar e cobrar melhoria dos gestores municipais acerca do impacto da area
urbana de Diamantina sobre o corrego, incluindo a alta carga de bactérias potencialmente
patogénicas. Isso podera ser feito levando os resultados deste estudo para comissdes de

participagdo popular e de fiscalizacdo, como ¢ o caso do Conselho Municipal de Satde de
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Diamantina, servindo de base para tomada de ac¢des mitigadoras de impacto gerado pelo
municipio.

Por fim, estudos complementares como mensura¢ao de metais pesados na agua e dados
atualizados sobre lancamentos de efluentes no Corrego da Palha devem ser realizados para

preencher lacunas e auxiliar na compreensao sobre o estado ecoldgico do corrego.
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9. ANEXOS

ANEXO A- Protocolo de Avaliagao Répida da diversidade de Habitats (PARDH).

diversificados;

pedagos de troncos

habitats adequados

para a manutencdo

de

habitats insuficiente;

disponibilidade

PROTOCOLO DE AVALIACAO RAPIDA DA DIVERSIDADE DE HABITATS (PARDH)
Localizagao: Ponto Profundidade: Largura: Coletor:
Data de Coleta: / / Hora da Coleta: Clima:
PARAMETROS 4 pontos 2 pontos 0 ponto
1.Tipo de ocupagdo Vegetagao Campo de Residencial/ Comercial/ Industrial
das margens do corpo natural pastagem/Agricultura/
d’agua (principal Monocultura/
atividade) Reflorestamento
2. Erosdo préxima e/ou Ausente Moderada Acentuada
nas margens do rio e
assoreamento em seu
leito
3.AlteragGes Ausente Alteracbes de origem | Alteracdes de origem industrial/
antropicas doméstica (esgoto, | urbana(fabricas,canalizagdo,retilinizagdo
lixo) do curso do rio).
4.Cobertura vegetal no Parcial Total Ausente
leito
5. Odor da agua Nenhum Esgoto (ovo podre) 6leo/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) 6leo/industrial
(fundo)
9. Oleosidade do fundo Ausente Moderado Abundante
10. Tipo de fundo Pedras/cascalho Lama/areia Cimento/canalizado
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% de
fundo habitats diversificados; diversificados; habitats

diversificados;

auséncia de habitats

quanto o rio e com o
comprimento igual
ao dobro da largura

do rio

dobro

largura do rio.

que o da

quanto o rio e seu
comprimento menor
dobro da

largura do rio

que o

submersos; cascalho | das populagdes de | substratos Obvia; substrato
ou outros habitats | organismos freqiientemente rochoso instavel para
estaveis. aquaticos. modificados. fixagdo dos
organismos.
12. Extensdo | Rapidos e | Rapidos com a | Trechos rapidos | Rapidos ou
de rapidos corredeiras bem | largura igual a do rio, | podem estar | corredeiras
desenvolvidas; mas com | ausentes; rapidos | inexistentes.
rapidos tdo largos | comprimento menor | ndo tao largos

(Continua)
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PARAMETROS 5 pontos 3 pontos 2 pontos 0 ponto
13. Rapidos Rapidos ndo | Rapidos ou | Geralmente com
FreqUiéncia de | relativamente freqlientes; distancia | corredeiras ldmina d’agua “lisa”
rapidos frequentes; distancia | entre rapidos | ocasionais; habitats | ou com rapidos rasos;
entre rapidos | dividida pela largura | formados pelos | pobreza de habitats;
dividida pela largura | do rio entre 7 e 15. contornos do fundo; | distancia entre
dorioentre5e7. distancia entre | rapidos dividida pela
réapidos dividida pela | largura do rio maior
largura do rio entre | que 25.
15e 25.
14. Tipos de | Seixos abundantes | Seixos abundantes; | Fundo formado | Fundo pedregoso;
substrato (prevalecendo em | cascalho comum predominantemente | seixos ou lamoso.
nascentes). por cascalho; alguns
seixos presentes
15. Deposigao | Entre 0 e 25% do | Entre 25 e 50% do | Entre 50 e 75% do | Mais de 75% do
de lama fundo coberto por | fundo coberto por|fundo coberto por |fundo coberto por
lama lama. lama lama

16. Depdsitos

Menos de 5% do

Alguma evidéncia de

Deposi¢cdo moderada

Grandes depdésitos de

sedimentares | fundo com deposi¢cdao | modificagao no | de cascalho novo, | lama, maior
de lama; auséncia de | fundo, areia ou lama nas | desenvolvimento das
deposigao nos | principalmente como | margens; entre 30 a | margens; mais de
remansos. aumento de | 50% do fundo | 50% do fundo
cascalho, areia ou | afetado; deposi¢ao | modificado;
lama; 5 a 30% do | moderada nos | remansos  ausentes
fundo afetado; suave | remansos devido a significativa
deposigdo nos deposigao de
remansos sedimentos.
17. Alteragdes | Canalizagdo Alguma canalizagdo | Alguma modificagdo | Margens modificadas;
no canal do | (retificagdo) ou | presente, presente nas duas | acima de 80% do rio
rio dragagem  ausente | normalmente margens; 40 a 80% | modificado.
ou minima; rio com | proximo a | do rio modificado.
padrdo normal. construgao de
pontes; evidéncia de
modificagdes ha mais
de 20 anos.
18.Caracteristi | Fluxo relativamente | Lamina d’agua acima | Lamina d’agua entre | Ldmina d’agua
cas do fluxo|igual em toda a|de 75% do canal do | 25 e 75% do canal do | escassa e presente
das aguas largura do rio; | rio; ou menos de | rio, e/ou maior parte | apenas nos
minima quantidade | 25% do substrato | do substrato nos | remansos.
de substrato exposta. | exposto. “rapidos” exposto.

(Continuagao)
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PARAMETROS

5 pontos

3 pontos

2 pontos

0 ponto

19. Presenga

de mata ciliar

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

de

macrofitas;
evidéncia

deflorestamento;
todas as plantas

atingindo a altura

Entre 70 e 90% com
vegetagdo riparia
nativa;

deflorestamento
evidente mas nao
afetando o
desenvolvimento da
vegetacdo; maioria

das plantas atingindo

Entre 50 e 70% com
vegetagdo riparia
nativa;
deflorestamento
6bvio; trechos com
solo exposto ou
vegetagdo eliminada;
da

das plantas atingindo

menos metade

Menos de 50% da

mata ciliar nativa;
deflorestamento

muito acentuado.

“normal”. a altura “normal” a altura “normal”.

20. Margens estaveis; | Moderadamente Moderadamente Instavel; muitas areas

Estabilidade evidéncia de erosdo | estaveis; pequenas | instavel; entre 30 e | com erosao;

das margens minima ou ausente; | dreas de erosdo | 60% da margem com | freqlientes areas
pequeno potencial | freqlientes. Entre 5 e | erosao. Risco | descobertas nas
para problemas | 30% da margem com | elevado de erosdo | curvas do rio; erosao
futuros. Menos de | erosdo. durante enchentes Obvia entre 60 e
5% da  margem 100% da margem.
afetada.

21
de mata ciliar

Extensdo

Largura da vegetagao
riparia maior que 18
m; sem influéncia de
atividades antropicas
(agropecuaria,
estradas, etc.).

Largura da vegetagao
riparia entre 12 e 18
m; minima influéncia

antropica.

Largura da vegetagao
riparia entre 6 e 12
m; influéncia

antropica intensa.

Largura da vegetagao
riparia menor que 6
m; vegetagdo restrita
ou ausente devido a

atividade antrdpica.

22. Presenga
de plantas
aquaticas

Pequenas macrofitas
aquaticas e/ou
musgos distribuidos

pelo leito.

Macrdfitas aquaticas
ou algas filamentosas

ou musgos
distribuidas no rio,
substrato com
perifiton.

Algas  filamentosas

ou macrofitas em

poucas pedras ou

alguns remansos,
perifiton abundante

e biofilme.

Auséncia de
vegetacdo aquatica
no leito do rio ou
grandes bancos
macrofitas (p.ex.
aguapé).

(Conclusao)
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ANEXO B - Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes em 100ml para combinagdes

de resultados positivos quando 5 tubos sdo usados em cada dilui¢do (10 mL, 1,0 mL ¢ 0,1 mL).

com limite de confianca de 95%, de acordo com a FUNASA (BRASIL, 2013).

Comblrjafgao 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
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Combnrrargao 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 - Indices bioticos BMWP e ASPT.

Quadro 1. Escores do indice BMWP (Biological Monitoring Working Party) para
macroinvertebrados bentonicos loticos, 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

10

Aeglidae, Aeshnidae, Calopterygidae, Cordulidae, 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, Palaemonidae

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

Quadro 2. Classificacdo da qualidade da a4gua 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 50-6,0 Boa
3 3,9-49 Regular
4 25-3.8 Ruim
5 <25 Péssima
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ANEXO D - Protocolo de coloragdo em Hematoxilina e Eosina (H.E.).

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

Estufa 60°C (2h)
Xilol 1 (10")
Xilol 11 (10)
Alcool etilico 100% | (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 | (27)
Agua destilada Il (2”)
Agua destilada Ill (2)
Eosina Amarela (10”)
Alcool etilico 100% 1 (17)
Alcool etilico 100% Il (1)
Alcool etilico 100% IlI (1)
Alcool etilico 95% (2')
Alcool etilico/Xilol 1:1 (2')
Xilol Il (2))
Xilol 1l
Montagem das laminas
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ANEXO E - Protocolo de Imuno-histoquimica (IHQ). Tampao PBS (pH: 7,2 ~ 7,4).

Tampao citrato (pH 6,0). Anti-HSP70 concentragao 1:500 (PBS).

Protocolo de Imuno-histoquimica

Dia 1 Dia 2
Xilol I (15°) Rinsagem em tamp&o PBS
Xilol 1l (15) Tampao PBS | sob agitacao (5)

Alcool etilico 100% | (5) Tampéao PBS 1l (5’)
Alcool etilico 100% 11 (5') Tampao PBS Il (5)

Alcool etilico 95% (5') Secagem com papel filtro

Alcool etilico 70% (5') Anticorpo Secundario (30’)
Agua destilada (5") Rinsagem em PBS

Tampéo citrato (temperatura

ambiente) (5) Tampao PBS | sob agitacao (5)

Tampao citrato - temperatura 95°C Tampao PBS Il (5')

(30°)
Agua destilada sob agitagdo (2') Tampéao PBS Il (5°)
Agua destilada (2') Rinsagem em agua destilada
Tampao PBS sob agitagao (5) DAB (2')

Bloqueio da Peroxidase Enddégena

3% (4°C - 8°C) (30") Rinsagem em agua destilada

Tampao PBS | sob agitacao (5) DAB (2')
Tampao PBS 1l (5) Agua destilada sob agitacéo (5°)
Tampao PBS IlI (5)) Agua destilada (5')
Secagem com papel filtro e contorno
com caneta histoldégica no entorno Hematoxilina (20”)
dos tecidos
ProteinBlock (5) Agua corrente (20°)

Anticorpo Primario - HSP70 (PBS no

A e o ]
controle) (20h) Alcool etilico 70% (2)

Alcool etilico 95% (2))

Alcool etilico 100% | (2))

Alcool etilico 100% Il (2°)

Xilol I (2')
Xilol Il (2')
Xilol 1l

Montagem das laminas
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ANEXO F. Certificado de aprovacao do Comité de Experimentac¢ao ¢ Uso de Animais
(UFVIM).

PMINIS TERIO DA EDUCACAO
UNIVER SIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHGONMA E MUCURI

COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS U F v.j M

CERTIFICADO

* (Animais de Vida Livre)

Diamantina, 30 de Agosto de 2017,

Certificamos que a proposta intitulada “Bioindicadores de contaminagio ¢ autopurificagio do
Rio Grande - Diamantina- MG", registrada com o n® 030/2017, sob a responsabilidade de Alex
Sander Dias Machado - que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos)., para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899. de 13
de julho de 2009 ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA/UFVIM) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO
JEQUITINHONHA E MUCURI, em reunido de 16/08/2017.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéneia da Autorizagio 14082017 a 14082019

N da Solicitagdo ou Autorizagio SISBIO 26291-2

Atividade(s) Cuptura ¢ Coleta de espécimes
Especies/Grupos Taxondmicos Poccilia reticulata, Astyanax sp.
Local(is) de realizagio das atividades Rio Grande. Diamantina, Minas Gerais

O prazo de validade desse Certificado é equivalente a vigéncia do Proieto prorrogaivel por
muais 1 ano, desde que seja enviada justificativa a« CEUA/UFVIM durante a vigéncia do
projeto.

Com o recebimento deste parecer, o responsavel compromete-se a entregar o relatorio final
du proposta até 60 dias apos o término. Em caso de planos de aula, a cada scis meses estes
deverao ser revalidados.

Ressaltamos que, conforme a Resolugao Normativa 1, de 9 de Julho de 2010, qualquer
alteragao no protocolo previamente aprovado, na equipe 1écnica, bem como  acidentes
enmvolvendo os animais, competen ao responsavel a comunjeagao a CEUA/UFTJAM.

Hlavio de Castro Magalhdes
Coordenador da Comissdo de Etica 1Yo Uso de Animais / UFVIM

Campus JR

Comssdo de Luca no Uso de Animais UFVIM
Predio da Renona-PRPPG- Rodosia MG T 367 - Km 38
Diamanting MG = CLP 39100-000 Teletone: =35 (38) 3

Comissao de Etica
n" 3000 Ao da Jacuba - no Uso de Animais
1200

o NN
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