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RESUMO

O Rio Linha Torrens, localizado no municipio de Morro da Fumaca, vem sofrendo diversos
impactos ambientais ocorrendo ao longo dos anos devido ao seu decorrente uso inadequado,
através da extracdo de areia, mineracdo de carvao e fluorita, e a liberacdo de efluentes
industriais e domésticos no rio. Um dos principais impactos é o processo de extragdo mineral
e liberacdo de efluentes domésticos e industrias, gerando diversos contaminantes toxicos. O
peixe-zebra pode ser utilizado para diversos estudos sobre o monitoramento ecoldgico e
avaliacdo de poluentes, como metais pesados e poluentes quimicos. O presente estudo teve
como objetivo identificar o perfil de toxicidade aguda de seis diferentes localidades ao longo
do leito do rio utilizando embriBes e larvas de peixe-zebra. Foi realizada a coleta de agua
superficial de cada um dos seis pontos, em diferentes areas consideradas rurais e urbanas,
desde a sua nascente a foz. Para isto, foram utilizados animais adultos como matrizes para a
reproducdo e seus ovos foram coletados (n=20). Em seguida, foi realizado o teste de
toxicidade embrionaria (FET-Fish Embryo Toxicity). Esse teste FET analisa alteracGes
morfologicas e pardmetros de sobrevivéncia que sdo observados a cada 24 horas pds
fertilizacdo (hpf) até 96 hpf. Os resultados mostraram uma maior taxa de mortalidade nos
embrides nos pontos 6 (95%), 1, 3 e 4 (55%)e nos pontos 2 e 5 (30%), sobre a formacdo de
somito foi observada nos embrides a partir de 48hpf sendo que os pontos 1, 2 e 4
apresentaram (15%), o ponto 5 (35%) e o ponto 3 (70%), sobre a coagulacdo dos embribes foi
observado nos pontos 1 e 2 (25%), o ponto 3 (5%), ponto 4 (15%). Com relacéo ao parametro
bioquimico, foi avaliado a atividade da acetilcolinesterase (AChE), observando que neste
estudo houve uma diferenca significativa dos pontos 1 e 2, em relagdo ao controle. Podemos
entdo concluir que a toxicidade embrionaria foi maior nos pontos 6, 4 e 3 mostrando que as
regibes mais urbanizadas podem apresentar diversas toxinas ambientais e que através dos
agrotoxicos que podem estar presentes nos pontos 1 e 2, 0s mesmos mostraram a alteracdo da
atividade da AChE, podendo ser um indicador da qualidade ambiental, através dos embrides
de peixe- zebra.

Palavras-chave: Toxicologia ambiental. AChE. Morro da Fumaga. FET. Zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a conservacdo sustentavel dos mananciais hidricos, da biodiversidade e
dos recursos naturais vém ganhando destaque no Brasil hodierno. Neste contexto, torna-se
relevante compreender a toxicidade de uma bacia hidrografica.

A bacia do Rio Linha Torrens que drena parte do municipio de Morro da Fumaca,
localizado no extremo sul catarinense, faz parte da Bacia do Rio Urussanga, sendo um
afluente da margem direita. Atualmente negligenciado pela populacdo local devido ao
decorrente uso inadequado dos recursos hidricos, tendo ao longo dos anos sua margem
ocupada por instalacfes habitacionais, industriais e desenvolvendo atividades no seu entorno,
como a agropecuaria e extracao mineral, gerando varios problemas ambientais.

Embrides de Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822), mais conhecidos como peixe-
zebra, sdo usados em diferentes tipos de estudo como uma forma de verificar o impacto
ambiental, mais precisamente em estudos de toxicidade aguda. A realidade do impacto
ambiental causado ao longo dos anos pelo uso inadequado do Rio Linha Torrens, pode ter
provocado uma mudanca na biota aquatica e na composicdo fisico-quimica da agua. Diante
desse pressuposto, 0 presente estudo teve como objetivo identificar o perfil de toxicidade
aguda a partir de amostras obtidas em diferentes localidades, utilizando embrides de peixe-
zebra como meio para ensaio toxicoldgico.

Nesse sentido, o estudo revela uma importancia para a comunidade sobre a
verificacdo da possivel toxicidade provocada pelo consumo da agua proveniente do Rio Linha
Torrens e a qualidade do ecossistema aquatico, visto que ndo existem estudos sobre tal tema

na regiao.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

e Avaliar a toxicidade aguda em diferentes localizag6es do Rio Linha Torrens usando
embrides/ larvas de peixe-zebra (Danio rerio) como bioindicador da biota aquética.

1.1.2 Objetivos especificos

o Verificar a viabilidade dos embribes de peixe-zebra por meio da proporgdo de
sobrevivéncia.
o Analisar a toxicidade aguda dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens sobre os

embrides de peixe-zebra através de alteracbes morfoldgicas.
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o Avaliar a toxicidade aguda dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens por meio da
avaliacdo de parametro bioquimico pela atividade da acetilcolinesterase

o Investigar a potencial influéncia da &gua dos diferentes pontos Rio Linha Torrens
sobre 0 a ecloséo das larvas de peixe-zebra.

o Considerar através do Protocolo de Avaliagdo Rapida da Diversidade de Habitats a
situacdo atual dos pontos avaliados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 RIO LINHA TORRENS

A bacia do Rio Urussanga se localiza no Extremo Sul Catarinense, dentro da bacia do
Rio Ararangud, abrange os municipios de Urussanga, Cocal do Sul, Pedras Grandes, Treze de
Maio, Sangdo, Morro da Fumaga, Criciima, Icara Balneério Rincdo e Jaguaruna, com uma
populacdo préxima de 118 mil habitantes distribuidos pela bacia em uma area total 679,16
kmz, encontrando-se assim a bacia do Rio Linha Torrens. (SIRHERSC, 2017).

O Rio Linha Torrens é um dos afluentes da margem direita da bacia hidrografica do
Rio Urussanga e seus estudrios estdo inseridos em uma das mais importantes unidades de
conservacdo da regido, sendo a Area de Protecdo Ambiental (APA) da Baleia Franca
(BRASIL, 2000; GEREMIAS, 2008). Possui atualmente a importancia negligenciada pela
populacdo local devido ao decorrente uso inadequado dos recursos hidricos. Ao longo dos
anos a populacdo vem ocupando as margens do rio, desenvolvendo atividades no entorno tais
como a agropecudria, industrias, urbanizacdo e extracdo mineral, gerando varios problemas
ambientais sobre essa bacia (SILVEIRA, 2011). A éarea da bacia do Rio Linha Torrens
apresenta uma area de 25,87 km2, com uma populacao residente préxima de 9.100 habitantes
representando aproximadamente 56% da populacédo total do municipio de Morro da Fumaca
(BRASIL, 2010).

O municipio de Morro da Fumaca esta localizado na parte leste da regido Carbonifera,
onde a bacia do Rio Linha Torrens estd inserida, a &rea do rio drena muitos bairros e
localidades no municipio de Morro da Fumaga, tais como as localidades de Linha Barrac&o,
Linha Frasson, Mina Visconde, Linha Pagnan, Santa Cruz, Linha Torrens, além dos bairros
Maccari, Centro, Bortolatto, Jussara, Capelinha, Esperanca, Monte Verde, Palladini,
Naspolini, de Costa e Ibirapuera (SILVEIRA, 2011).

2.2 MINERACAO DE AREIA, FLUORITA E CARVAO MINERAL

A mineracdo é uma das atividades humanas que mais gera alteracdes na superficie
terrestre, afetando a area lavrada e o entorno, causando impactos negativos sobre a agua, o
solo, o ar, o subsolo, o lencol freatico, a fauna e a flora além da paisagem como um todo
(NOGUEIRA, 2016). A mineracdo também gera uma grande quantidade de rejeitos, os quais

ndo sdo aproveitados economicamente, sendo estes ricos em minerais sulfetados que podem
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se transfigurar fontes produtoras de drenagem acida (BROFFT et al., 2002; CAMPOS et al.,
2010).

Segundo a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
010/1990 dispGe que toda atividade mineradora causa modificagdes no ambiente denominado
impacto ambiental e considera que qualquer alteragdo das propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante da
atividade humana, que direta ou indiretamente afeta a saude, a seguranca e 0 bem-estar da
populacéo, as atividades sociais e econémicas, a biota, as condic¢des estéticas e sanitarias do
meio ambiente e a qualidade dos recursos naturais. Foi criada em 1978 a Lei Federal n°6567,
que dispde sobre o regime especial de exploracdo e o aproveitamento de substancias minerais
através do licenciamento ambiental e com validade apenas ap0s 0 seu registro no
Departamento Nacional de Producado Mineral (DNPM) (BRASIL, 1978).

A extragdo de areia em cursos d’agua ou entorno ¢ uma importante atividade
mineradora, sendo a areia considerada um produto necessario na construcdo civil (LELLES,
2004). Embora a mineracgdo de areia seja necessaria, ela altera a paisagem do lugar minerado
e degrada o meio ambiente (VIEIRA; REZENDE, 2015). A mineracdo de areia ocorre em
locais onde houve a deposicdo de material sedimentar ao longo das eras geoldgicas, sendo
normalmente encontrado em locais proximos a fundo de vales e aos rios (ANNIBELLLI,
2006). Segundo o Sumario Mineral/2001, demostrou que a mineracdo de areia em leitos de
rios é responsavel por 90% da producdo nacional do material sedimentar. Os dados do
Anuéario Mineral/2010, determinou que havia sido minerado 747.554t de areia industrial
apenas no estado de Santa Catarina.

A fluorita é usada como matéria-prima para obtencdo de diversos produtos,
principalmente, na area quimica, metalurgia e ceramica, sendo também a maior fonte
comercial de fltor usada como catalisador na producdo de aquilato destinado a producéo de
gasolina (DNPM, 2014; SAMPAIO; ANDRADE; BALTAR, 2005). A producéo interna do
pais do minério bruto em 2013 foi de 68.472,17t (DNPM, 2014). Conforme o Sumario
Mineral Brasileiro 58% das reservas brasileiras de fluorita localizam-se no estado de Santa
Catarina, seguido do Parana com 29% e o Rio de Janeiro com 13% (DNPM, 2014). O
processo de lavra das minas de fluorita € subterraneo, com excecdo da mina de Cerro Azul,
que se encontra no estado do Parana, cujo método de lavra utilizado é em bancadas (DNPM,
2009). A maior jazida de fluorita no estado de Santa Catarina foi descoberta em 1961 na

localidade de Segunda Linha Torrens, no municipio de Morro da Fumaca, onde 50% da
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producédo nacional provinham do estado de Santa Catarina, atualmente a usina de Morro da
Fumaca esta desativada (CRUZ, 2015).

O carvdo mineral ndo é um minério propriamente dito, pois ndo apresenta uma
composicdo quimica definida, mas trata-se de um recurso energético, que compete com o
petroleo e o gés natural. Historicamente o carvdo foi a principal fonte energética até o comego
do século passado. Com o passar dos anos o petroleo ganhou a importancia e comegou a
substituir o carvao (CHAVES, 2008). O carvéo brasileiro utilizado na industria siderurgica é
produzido apenas pelos estados da regido Sul do pais, sendo o Unico que pode adaptar-se
como fonte de energética em termoelétricas (BRASIL, 2010; MARTINS, 2005).

Entre os contaminantes provenientes da mineracdo encontram-se as drenagens &cidas
de mina que apresentam baixos valores de pH e elevada concentragdo de metais como
aluminio, ferro e manganés (DIAS, 1998; GEREMIAS et al., 2003). Outros metais como o
aluminio e manganés, quando presentes em minerais associados ao carvdo, podem ser
lixiviados nas drenagens em virtude dos baixos valores de pH do meio, com consequente
elevacdo da concentracdo destes elementos nas mesmas (SASOWSKY; FOOS; MILLER,
2000). Esses metais pesados tem uma importancia ecotoxicoldgica devido a sua persisténcia e
toxicidade (WEBER et al., 2013). A disposicdo inadequada das aguas efluentes e de rejeitos
solidos da mineracdo de carvao na bacia hidrografica do sul de Santa Catarina acarretou
severa degradacdo ambiental, tendo sido, em 1980, considerada &rea critica nacional no que se
refere ao controle da poluicdo e qualidade ambiental (CARVALHO, 2008).

O rejeito de mineracdo € um dos principais contaminantes, oriundo da atividade
mineradora de carvdo, trazendo sérios problemas ambientais como a supressdo de areas de
vegetacdo, reconfiguracdo de superficies topograficas, impacto visual, aceleracdo de
processos erosivos, inviabilidade de uso alternativo do solo, emissdo de gases e particulas no
ar, contaminacdo de recursos hidricos, destruicdo da flora e fauna local e comprometimento
da vida da populagdo (GEREMIAS et al., 2008; BITAR, 1997). Além dos rejeitos, a
mineracdo de carvdo pode gerar impactos ambientais resultantes da atividade de
preenchimento mineral em subsolo relacionada a processos de oxidacgdo da pirita e posterior
geragdo de drenagem acida de mina (DAM) no subsolo (HEEMANN; COSTA, 2008). As
drenagens &cidas séo capazes de atingir os recursos hidricos e, uma vez no ambiente aquético,
seus metais podem permanecer em solucdo na forma de complexos ou ions livres, podendo
entdo ser absorvido pelos organismos vivos. Tém-se sugerido que em ambientes aquaticos de

elevada acidez e concentracdo de metais em niveis intolerdveis pode haver dano a biota, como
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processos carcinogénicos, mutagénicos, disturbios respiratorios e até osmorregulatérios o que
podem levar a morte (GEREMIAS et al., 2008).

2.3 ECOSSISTEMAS AQUATICOS

Os ecossistemas aquaticos executam inumeras funcdes ambientais valiosas, eles
reciclam nutrientes, purificam a &gua, atenuam as enchentes, recarregam as aguas
subterraneas e fornecem habitat para a vida selvagem (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1992). Esses ecossistemas sdo considerados os receptores finais de contaminantes liberados
no ambiente, estando suscetiveis a acdo de contaminantes terrestres, que atingem oS
ambientes aquéticos através do escoamento pluvial e também de efluentes domésticos e
industriais, que sdo langados sem tratamento diretamente nestes locais (DOMINGOS, 2006).
Esses impactos sdo agravados em corpos de agua que recebem fluxos de metais, sendo fixo ou
intermitente que pode resultar em graves efeitos sobre a biota benténica (DOIG; LIBER,
2006). Os ecossistemas aquaticos sdo expostos normalmente a uma mistura de substancias,
sendo aparente nas aguas de superficies onde existe uma diversidade de substancias toxicas,
como resultado da atividade humana realizada em toda a bacia hidrografica (SILVA;
CEREJEIRA, 2012).

A qualidade do ambiente pode ser definida pela presenca de substancias inorganicas
Ou organicas, e sua composicdo e estrutura da biota presente no corpo de agua. As
caracteristicas da agua dos rios dependem do histérico geoldgico da regido, do tipo de solo
que ocorre as bacias de drenagem, do clima, das condi¢Ges geoquimicas, da cobertura vegetal,
da geomorfologia e principalmente a acdo antropica (STROHSCHOEN, 2009).

A resolucdo do CONAMA n° 357 de 2005 dispde sobre a classificacdo e diretrizes
ambientais quanto ao enquadramento dos corpos d’agua superficiais, estabelecendo limites
individuais a cada substancia a ser analisada. Essa resolucdo foi completada e alterada pela
resolucédo n° 430/2011 do CONAMA que dispde sobre as condi¢cdes e padrbes de lancamento
de efluentes. Segundo relatorios de qualidades de aguas superficiais da Companhia Ambiental
do Estado de Sdo Paulo, em 2012, as concentracdes detectadas em ambientes naturais no
Brasil mostraram que 50% dos corpos d’4dgua avaliados estavam em desacordo com os

padrdes estabelecidos.
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2.4 O PEIXE-ZEBRA

Em sua maioria, 0os organismos bioindicadores s&o utilizados em metodologias cujo o
objetivo consiste em testar a sua sobrevivéncia e, para este proposito, tem-se aplicado teste de
toxicidade aguda em microcrustaceos como Daphnia magna, e subaguda em plantas como
Allium cepa, além de outros organismos como bactérias, fungos e animais (SVENSSON et
al., 2005; SAURABH et al., 2005; GEREMIAS, 2008). Os peixes podem ser usados como
bioindicadores em varios ecossistemas aquaticos, devido a sensibilidade desses organismos as
mudancas ambientas como a presenca de quimicos na &gua, o Danio rerio, mais conhecido
peixe-zebra, estd no topo da cadeia tréfica aquatica em comparacdo com outros
bioindicadores, devido a sua sensibilidade proporcionando uma visdo integrada de todo o
meio aquéatico (SOARES et al., 2015).

O peixe-zebra € um pequeno teledsteo de agua doce com trés a quatro cm de
comprimento, da familia Cyprinidae, nativo do sul da Asia que pode ser facilmente mantidos
e criados em laboratorio (DAMMSKI et al., 2011). Além disso, o peixe-zebra é econémico,
apresentando diversas facilidades como a simples criacdo, a facil estocagem de um numero
elevado de animais um espaco relativamente pequeno (LAGGNER, et al., 2012). As fémeas
atingem a maturidade sexual entre 3-4 meses podendo gerar a cada 2-3 dias e em uma Unica
oviposicdo varias centenas de ovos (KIMMEL et al., 1995).

Este organismo tem ganhado espaco nas Ultimas décadas na pesquisa experimental
(GERLAI; LEE; BLASER, 2006; EGAN et al., 2009). A utilidade do peixe-zebra tanto em
estagio larval quanto adulto na neurociéncia cresceu acentuadamente, sendo considerada uma
espécie de vertebrado com altas propriedades fisioldgicas e alta homologia genética com os
seres humanos, além da facilidade de manipulacdo genética sua similaridade morfoldgica e
fisiolégica como o Sistema Nervoso Central (SNC) (GERLAI, 2010, GERLAI, 2011; SUEN
et al., 2013). Além disso, o peixe-zebra oferece diversas facilidades para testes de toxicidade
aguda, com objetivo de identificar niveis toxicoldgicos para identificacdo de danos
ambientais, envolvendo riscos na avaliagdo de produtos quimicos, biocidas, produtos
farmacéuticos, aditivos alimentares e efluentes (SCHOLZ et al. 2013). Segundo Qian e
colaboradores (2015), as interagdes entre os sedimentos, poluentes, e organismos Sao
altamente complexas.

Estudos mostram que o teste utilizando embrides de peixe-zebra ganhou interesse
como um substituto de outras espécies de peixes como Cyprinus carpio (L., 1758),
Oreochromis niloticus (L., 1758) e outros modelos adotados. (NAGEL 2002; BRAUNBECK
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et al., 2005). Atualmente, também tem sido amplamente utilizado em diferentes tipos de
estudo como distarbios cardiacos e vasculares (ASANI; PETERSON, 2014; WILKINSON;
JOPLING; VAN EEDEN, 2014), neurotoxicidade, (ESCH et al., 2012; SIPES; PADILLA,
KNUDSEN, 2011) e genotoxicidade (SCHOLZ e MAYER, 2008; BOURRACHOT et al.,
2014).

Para tal, a utilizacdo do teste de toxicidade aplicado em embrifes de peixe-zebra se
baseia no teste de Toxicidade embrionaria - Fish Embryo Toxicity (FET) observando quatro
tipos de alteragbes morfoldgicas segundo a Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2013): a coagulagdo, anormalidades na formacéo de
somitos, o descolamento de cauda, e frequéncia cardiaca. Além disso, pardmetros

bioquimicos permitindo verificar, por exemplo, o uso da atividade da AChE.

2.5 SISTEMA COLINERGICO: ATIVIDADE DA AChE

O sistema colinérgico atua em diversas fungdes no SNC tais como o processamento de
memoria e aprendizagem, nas funcdes sensoriais e no desenvolvimento de estruturas cerebrais
(ZIRGER et al., 2003; BARKER; WARBURTON, 2009; ANGLADE; LARABI-GODINOT,
2010; GIOVANNINI; LANA; PEPEU, 2015). A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor
do sistema colinérgico, sintetizada pela enzima colina acetil-transferase (ChAT), produzida a
partir de acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e colina e armazenada em vesicula. A ACh
funciona no SNC como um mediador quimico de sinapses, e também atua no sistema nervoso
periférico e na juncdo neuromuscular. Depois da exocitose vesicular, a acetilcolina é liberada
na fenda sinéptica e rapidamente degradada pela enzima AChE em acetato e colina, e grande
parte da colina resultante € captada e reutilizado na sintese de nova ACh (ZIRGER et al.
2003; VENTURA et al., 2010). A AChE é expressada em varios tecidos, como 0 SNC e 0s
musculos (BEHRA et al., 2002).

Compreende-se que a atividade da AChE ¢ considerada extremamente especifica para
pesticidas organofosforados e carbamatos (KAIS et al., 2015). E alguns inseticidas como o0s
clorpirifos e organofosforados sdo amplamente utilizados em todo mundo, 0s quais provocam
sérios problemas ambientais (FU et al., 2013). Segundo Azevedo e Chasin, (2003), inseticidas
fosforados, inibem a atividade da AChE. Diversos estudos descrevem que clorpirifos tem uma
variedade de efeitos, bioquimicos e alteracfes histopatolégicas (XING et al., 2012), estresse
oxidativo (KAVITHA; RAO, 2008), genotoxicidade (ALI et al., 2009), toxicidade
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reprodutiva (FARAG et al.,, 2010; NISHI; HUNDAL, 2013) e alteracbes endocrinas
(VISWANATH et al., 2010).

A inibicdo da AChE tem sido amplamente utilizada como biomarcador de
neurotoxicidade por substancias puras ou amostras ambientais em diferentes tecidos e
modelos animais sensiveis a determinados niveis de contaminacdo aquéatica (PERKINS;
EVERETT; SCHLENK, 2000; ARUFE et al., 2007; DE DOMENICO et al., 2013; FAN et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2013). A ligacdo competitiva dos agonistas para o centro de acéo
da AChE leva a acumulacdo de acetilcolina dentro das fendas sinapticas, deste modo uma
inativacdo da traducdo de sinais através das sinapses colinérgicas (KAIS et al., 2015;
FULTON; KEY, 2001).

Conforme Kais et al. (2015), estudos documentados em geral empregando os embrides
de peixe-zebra representam um modelo de adequacdo, ndo s6 capaz de revelar a inibicdo da
AChE, mas também para investigar varios modos de acdo neurotdxica. Estudos realizados
com Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) mostraram que o efluente de carvao gerou dano
oxidativo em lipideos e ao DNA, bem como o comprometimento das enzimas antioxidantes
catalase, superoxido dismutase, glutationa transferase e glutationa reduzida (BENASSI et al.,
2006). O neurotransmissor ACh desempenha um papel crucial nas sinapses centrais e
neuromusculares do sistema colinérgico. Metais presentes no meio ambiente mesmo que em
baixas quantidades podem alterar os neuromastos, alterando assim a locomoc¢éo dos embrides
(SONNACK et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS TESTES

Os testes para a avaliacdo da toxicidade aguda e todas as analises bioquimicas foram
realizados no Laboratério de Neurotoxicidade e Neuroprotegcdo, unidade de Sinalizacdo
Neural e Psicofarmacologia e no Laboratério Multiusuérios do Programa Pés-Graduagdo em

Ciéncias da Saude (MULTILAB) para realizacdo das fotografias de alteracGes morfoldgicas.

3.2 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado na bacia hidrogréfica do Rio Linha Torrens localizado
no municipio de Morro da Fumaca entre as coordenadas UTM 674894.76649x
6829332.69775y no estado de Santa Catarina, conforme a Figura 1. Essa bacia corresponde
aproximadamente 25,87 km? em relacdo ao tamanho do municipio (IBGE, 2010). O clima da
bacia segundo a classificacdo de Koppen é subtropical mesodérmico Umido com verdo quente
(Cfa).(ALVARES et al., 2013). As chuvas sdo bem distribuidas ao longo do ano, com volume
anual variando entre 1.300 e 1.500 mm.

Os pontos de amostragem foram definidos ao longo do eixo principal do rio, e as
coordenadas em UTM de cada um dos pontos amostrados neste estudo sdo: P1- 0669804x
6831779y; P2- 0672654x 6831028y; P3- 0673745x 6830414y; P4- 0674560x 6829128y; P5-
0676797x 6829231y; P6- 0678261x 6827761y. O ponto 1 é a nascente do rio, 0 ponto 2 esta
localizado em uma érea rural, o ponto 3 € proximo de uma comunidade, o ponto 4 esta
localizado no centro da cidade e o ponto 5 em um bairro mais afastado do centro e o ponto 6 €
a foz do Rio Linha Torrens, como pode ser observado no Mapa dos Pontos amostrados no rio

Linha Torrens, conforme mostrado na Figura 2.



Figura 1: Mapa de Localizagdo do Rio Linha Torrens, Morro da Fumaga, Santa Catarina.
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Figura 2: Mapa dos pontos amostrados no Rio Linha Torrens, Morro da Fumaga, Santa Catarina.
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3.3 ANIMAIS

Para obtencdo dos embribes de Danio rerio (tipo short-fin), foram escolhidos os
animais matrizes mais viaveis para reproducado, trazidos do biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo posteriormente mantidos
no Laboratorio de Sinalizacdo Neural e Psicofarmacologia da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, com um ciclo claro/escuro de 14/10h controlado por fotoperiodo (luzes acendem
as 7h; luzes apagadas as 21h), com condicdes de salinidade, niveis de amoénia e de
condutividade adequados na agua, alimentados quatro vezes ao dia com racdo flocada e
artémia e a temperatura da agua regulada em 26°C - 28°C. Os animais foram mantidos em
aquarios de vidro menores (6L) com uma densidade de quatro machos e cinco fémeas com
filtragdo mecénica auto-limpante e limpeza de residuos solidos, numa densidade de dois
animais por litro de agua.

No processo de coleta de ovos, foi adicionado no aquario matriz um aquario pequeno
com o fundo vazado, denominado sitio de reproducdo, permitindo a passagem dos ovos e sua
queda ao fundo, impedindo que eles sejam ingeridos pelos peixes. Na manha seguinte foi
retirado o sitio de reproducdo, e no momento em que as luzes se acendem acontece a postura
dos ovos variando de uma a trés horas apos as luzes acesas.

Apos a reproducdo e retirada dos ovos fecundados foi realizada a limpeza dos ovos,
foram selecionados através de uma lupa os ovos fertilizados que posteriormente foram
dispostos em placas de poliestireno ndo estéril de 24 pogcos com um ml das solugdes dos
diferentes pontos do Rio Linha Torrens. Os embrides foram mantidos em uma camara
incubadora na temperatura de 28+ 1°C, periodo claro/escuro e umidade controlada. Os ovos e
futuras larvas foram avaliados diariamente para as analises morfoldgicas de acordo com o
teste FET e limpeza ou troca parcial da dgua quando necessario. O teste de toxicidade
embrionaria (FET) analisa quatro alteracbes morfoldgicas: coagulagdo (Figura 3), formacéao
de somito, descolamento de cauda e batimento cardiacas sendo estas alteracfes visualizadas a
cada 24hpf com o auxilio de um microscopio até o fim do teste em 96hpf, porém existem
outros tipos de alteracBes que sdo observadas neste teste como a eclosdo prévia das larvas que
naturalmente ocorreria em 24hpf, mas quando existe alguma alteracdo no meio ocorre em
48hpf. Para os testes bioquimicos utilizaram-se os animais da analise morfologica. Apos o
término do teste FET foi realizado a quantificacdo da atividade enzimatica da AChE.

Para a determinacdo dos protocolos de criagdo e manutencdo dos animais foi utilizado
0 Manual de Criacéo do Zebrafish em Biotério (DAMMSKI et al., 2011).
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram coletadas amostras superficiais de diferentes localidades do Rio Linha Torrens,
em 25 de julho de 2016 com cerca de 1L para cada ponto e armazenadas em geladeira até o
inicio da exposicdo. Em seguida, os embrides foram distribuidos individualmente em placas
de poliestireno ndo estéril de 24 pogos contendo um ml da agua coletada dos pontos, e o perfil
de toxicidade foi avaliado a cada 24 horas pds-fertilizacdo (hpf), os embribes foram avaliados
com o auxilio de um microscépio estereoscopico.

O protocolo utilizado para este estudo foi o FET (Fish Embryo Toxicity) que
recomenda que para a avaliacdo dos quatro parametros morfologicos, recomendando o0 uso de
20 embrides por grupo. Sendo assim, foram seis grupos consistindo nas seis localiza¢6es (120
embribes). Apds o término do teste FET foi realizado a atividade da AChE e no momento da
coleta das amostras de agua foi realizado um Protocolo de Avaliacdo Réapida de Diversidades
de Habitats.

3.4.1 Aspectos Eticos

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Uso
e Etica Animal da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob os niimeros de protocolo n.
062/2016-1 e n. 035/2017-1 (Anexos I e 11).

3.4.2 Coleta das Amostras de Agua

A coleta das amostras superficiais foi realizada no dia 26 de julho de 2016 com o
auxilio de um balde de 5L e uma corda. O balde foi limpo durante trés vezes com a agua do
ponto antes de ser armazenada em uma garrafa plastica transparente e estéril, e apos essa
lavagem foi coletado 1L da agua de cada ponto amostral realizando o mesmo processo de
lavagem do balde de 5L. Apoés a coleta de todos os pontos as amostras formam levadas e
armazenadas em geladeira até 0 momento do teste de toxicidade aguda nos embribes, e com
relacdo aos dados de pluviosidade e temperatura nos dois dias anteriores a coleta ndo houve

precipitacdo ocorrendo apenas no dia 27 de julho, apds a coleta das amostras.
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3.4.3 Paréametros morfologicos

Baseando-se no protocolo do teste FET foram observados quatro tipos de alteracfes
no desenvolvimento embrionério: a coagulacdo conforme a Figura 3 mostrando a letalidade
dos embrides, auséncia de formacdo de somitos, falta de separacdo entre a cauda e 0 saco
vitelinico e alteragdes na frequéncia cardiaca no periodo de 24 a 96hpf. Um exemplo de
embrido sem alteracdo esta presente na Figura 4. O teste analisa essas quatro letalidades, mas,
existem efeitos secundarios que podem ser analisados como a eclosdo prévia dos embrides
gue naturalmente ocorreria em 72hpf, porém quando existe alguma substancia que altera essa
ecloséo ocorre em 48hpf. Apos o término do FET, foi realizada a quantificacdo da atividade
enziméatica da acetilcolinesterase (AChE), ap6s as 96hpf as larvas foram separadas e

eutanasiadas para a realizacdo da técnica.

Figura 3: Coagulacdo de um embrido em 24hpf.

Fonte: do autor, 2017.
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Figura 4: Embrido sem alteragdo com 24 hpf.

Fonte: do autor, 2017.

3.4.4 Parametro bioquimico

Apos as 96hpf de exposicdo as amostras de cada localidade referente ao rio, larvas de
peixe-zebra em um “pool” de cinco animais foram homogeneizadas 400 ul de tampao fosfato
a 0.1 molar (KAIS et al., 2015) e a atividade da enzima AChE sera determinada pelo ensaio
colorimétrico descrito por Ellman (1961). As células foram lavadas e ressuspendidas em
solucéo salina tamponada (PBS) (pH 7,4) e o extrato total de proteina foi incubado com
tampdo fosfato (pH 7,4) ¢ 10 mM de acido 5,5 -ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB) durante
cinco minutos. A essa preparacdo, 8 mM de acetiltiocolina foi adicionado e a absorbancia lida
em 412 nm por 10 minutos. Atividade foi medida pela reacdo de grupamentos tiois, liberados
da degradacdo de acetiltiocolina, com DTNB. Resultados foram expressos como

umol/min/mg de proteina. Para a quantificacdo de proteinas foi realizado o método de
Bradford (BRADFORD, 1976).
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3.4.5 Parametro ambiental

Para a analise do parametro ambiental foi utilizado o Protocolo de Avaliacdo Rapida
da Diversidade de Habitats (PAR) em bacias hidrograficas que verifica o nivel de preservacao
das condigdes ecoldgicas dos trechos escolhidos para este estudo. O protocolo é dividido em
dois quadros avaliando 22 caracteristicas conforme os Anexos Il e IV. Sendo que o Quadro 1
(Anexo Il1) pretende avaliar as carateristicas dos trechos que estdo impactados decorrentes da
atividade antropica e o Quadro 2 (Anexo 1V) que avalia as condi¢des do habitat e o nivel de
conservacdo das condigdes naturais. O protocolo avalia um conjunto de parametros em
categorias descritas e pontuadas com os valores de 0 a 4 no Quadro 1 e os valores de 0 a 5 no
Quadro 2, sendo esta pontuacdo atribuida para cada parametro com base na observacdo das
condi¢des do trecho analisado. Através de um somatério de cada parametro analisado se
obtém o nivel de preservacdo das condigdes ecoldgicas dos trechos estudados, sendo que o
trecho onde de 0 a 40 representa trechos “impactados”, de 41 a 60 trechos “alterados” e acima
de 61 trechos “naturais” (CALLISTO et al., 2002).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados atraves de ANOVA, sendo expressos como
média + desvio padrdo seguido do teste post hoc de Tukey, considerando p < 0,05 como
significante. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o0 programa estatistico

GraphPad Prism verséao 6.0
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foram avaliados os parametros morfoldgicos dos embrides e larvas de
peixe-zebra expostos a dgua de diferentes pontos do Rio Linha Torrens, da agua coletada em
julho de 2016. Verificou-se que houve uma maior taxa de mortalidade nos embrides nos
pontos 6 com 95%, nos pontos 1, 3 e 4 a taxa de mortalidade foi de 55% e nos pontos 2 e 5
foi 30% considerando que os pontos 1 e 2 séo localizados em area rural e os pontos 3,4 e 5
sdo area urbana e o ponto 5 a foz do rio. (Figura 5).

Figura 5: Taxa de sobrevivéncia da exposicao dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens em
embrides de peixe-zebra.
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Fonte: Do autor, 2017.

Foi realizado também um grafico de proporcdo de sobrevivéncia no qual mostrou que
os embrides que tiveram a maior taxa de sobrevivéncia através de uma curva de comparacao
onde os pontos 1, 3 e 4 0s quais apresentaram uma propor¢do de sobrevivéncia de 55%.
Dentre 0s outros, 0s pontos medianamente criticos foram os e os pontos 2 e 5 obtiveram uma
proporcdo de sobrevivéncia de 70% e o ponto mais critico foi o ponto 6 tendo 5% de
sobrevivéncia ao fim da exposicdo, sendo diferente significativamente em relagcdo aos outros

pontos conforme mostrado na Figura 6.
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Figura 6: Proporgdo de sobrevivéncia de diferentes pontos do Rio Linha Torrens em
embribes de peixe- zebra.
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Também foi avaliada a formacdo de somito, que consiste em um outro parametro
estabelecido pelo protocolo FET. Esta alteracdo morfologica foi observada nos embrides a
partir de 48 hpf sendo que os pontos 1, 2 e 4 apresentaram 15%, o ponto 5 35%, o ponto 6
com 40% e o ponto mais critico foi o ponto 3 com 70% (Figura 7).

Figura 7: Formacdo de somito em embrides de peixe-zebra nos diferentes pontos do Rio
Linha Torrens.
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Outro parametro que indica a resposta de toxicidade no desenvolvimento do peixe-
zebra, foi a ecloséo prévia das larvas, sendo normalmente ocorrido em 72 hpf. Entretanto,
analisamos a eclosédo prévia em 48 hpf, e a localizacdo que apresentou o perfil mais critico foi
0 ponto 3 localizado em um bairro onde ha liberacdo de efluentes domésticos no rio. Os
valores encontrados para o ponto 1, 2 e 4 foi de 15%, o ponto 6 de 20%, o ponto 5 35% e por
fim o ponto 3 com 70% (Figura 8A). O Ultimo parametro avaliado foi a coagulagdo dos
embrides fertilizados sendo observado nos pontos 1 e 2 (25%) no ponto 3 (5%) e no ponto 4
(15%). (Figura 8B)

Figura 8: Eclosdo prévia e coagulacdo observada em embrides de peixe-zebra expostos em
diferentes pontos do Rio Linha Torrens.
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Fonte: Do autor, 2017.

Foi também realizado um PAR, um Protocolo de Avaliacdo Rapida da Diversidade de
Habitats que foi realizado nos seis pontos da bacia hidrografica do Rio Linha Torrens, 0s
resultados obtidos a partir desse protocolo foi representado conforme a tabela abaixo.

Tabela 1: Protocolo de avaliacdo rapida dos pontos amostrados no Rio Linha Torrens, Morro
da Fumaca, SC.

Pontos Somatdrio final
P1 63
P2 38
P3 27
P4 30
P5 30
P6 29

Fonte: Do autor, 2017.
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Esses somatorios finais apresentados refletem o nivel de preservacdo das condigoes
ecoldgicas dos trechos em estudo sendo que o trecho onde de 0 a 40 representa trechos
“impactados”, de 41 a 60 trechos “alterados” ¢ acima de 61 trechos “naturais” (CALLISTO et
al., 2002). Pelas pontuacdes encontradas o Unico ponto que é considerado natural € o ponto 1,
com um somatério de 63 e todos os outros pontos analisados sdo considerados alterados.
(Tabela 1).

Também foi avaliada a atividade enzimética da acetilcolinesterase nas larvas de
zebrafish sendo que houve uma diferenca significativa nos pontos 1 (p=0,01) e 2 (p=0,01) em
relacdo ao controle sendo que houve também diferenca significativa no ponto 6 em relagédo

aos pontos 1 (p=0,02) e ponto 2 (p=0,03)(Figura 9).

Figura 9: Efeito da toxicidade aguda de diferentes pontos do Rio Linha Torrens sobre a
atividade da enzima AChE em embrides de peixe-zebra. Os resultados representam média +
desvio padrdo de dois diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores da atividade
enzimatica estdo expressos em umol ACSC/h/mg de proteina, respectivamente. *p<0,05; em

comparacgao ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que 0 ecossistema aquatico € o receptor final de contaminantes liberados no
ambiente (DOMINGOS, 2006). Segundo a resolugdo n°® 357, de 2005 do CONAMA define
que o efeito tdxico agudo é um efeito deletério aos organismos vivos causados por agentes
fisicos ou quimicos, usualmente letalidade ou alguma manifestacdo que a antecede, em um
curto periodo de exposi¢cdo. Uma vez que a analise de parametros morfoldgicos utilizando os
embrides de peixe-zebra, foi demonstrado que os pontos mais criticos sdo 0s pontos mais
urbanizados e afetados de forma indireta pela mineracdo de carvdo e que apresentam alta
mortalidade, como em um estudo realizado por Borges (2009) no Rio Urussanga utilizando os
organismos bioindicadores Artemia sp. e Daphnia magna, demostrou que apenas um dos trés
pontos estudados tiveram uma elevada concentracdo letal. Embora este estudo tenha sido
realizado em outro organismo bioindicador podemos observar que houve uma maior taxa de
mortalidade nos embrides e larvas nos pontos 6 (95%), nos pontos 1, 3 e 4 a taxa de
mortalidade foi de 55% e nos pontos 2 e 5 foi 30%. Outro estudo realizado por Geremias e
colaboradores (2003), na regido carbonifera de Criciima/SC, constatou-se uma expressiva
mortalidade em Artemia sp., as &guas de rio atingidas pelos efluentes de mineragéo de carvéo,
podendo sugerir que a toxicidade seria decorrente da acidez e da presenca de metais pesados
nas amostras, sugerindo que a elevada mortalidade do ponto 6 seria decorrente desses
efluentes de mineracdo. Um estudo realizado por Andrade (2004) demonstrou que 0S
embrides sdo mais sensiveis a efluentes do que adultos e que houve alteracdo na eclosdo
prévia dos embrides quando expostos a efluentes industriais, podendo justificar a elevada taxa
de ecloséo nos embrides do ponto 3, seguido do ponto 5.

No presente estudo, a elevada mortalidade observada no ponto 6, a foz do Rio Linha
Torrens que se encontra com o Rio Urussanga poderia estar associado a concentragdo de
metais pesados e geracdo de drenagem acida de mina (DAM) assim como 0 contato com
efluentes oriundos da atividade carbonifera, conforme proposto por Muniz e Oliveira-Filho
(2006). Segundo o estudo de Sonnack e colaboradores, (2015), contaminagGes por metais
pesados encontradas no ambiente, mesmo que em baixas concentracdes, podem alterar os
neuromastos dos embrides e também gerarem dano aos neurbnios motores primarios,
secundarios e alteracdo comportamental, dificultando assim, o desenvolvimento dos embrides.
Os resultados deste estudo mostrou que houve uma alteracdo morfologica na formacéo de
somito, que é a estrutura formadora da coluna vertebral e da musculatura segmentar nos

embrides, sendo esta mais evidente nos pontos 3 e 5, ou seja, que estes pontos podem
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apresentar maiores concentragcdes de metais, j& que existe o descarte de efluentes industriais e
urbanos nestes pontos. Outro estudo realizado por Carvalho e colaboradores, (2017),
utilizando Ceriodaphnia dubia em exposicdo simultanea ao alimento e ao meio aquoso,
mostrou que houve uma toxicidade cronica pela reducdo na taxa reprodutiva dos
invertebrados aquéticos de &gua doce, comprometendo assim o ecossistema aquético,
demonstrando que os metais podem interferir no sistema biologico. Apesar do objetivo deste
estudo ter sido verificar a viabilidade e alteracbes morfolégicas nos embribes, as
concentracdes de metais podem interferir em todo o sistema biolégico.

No ponto 1, que é a nascente do rio, existe uma area de plantacdo agricola proximo a
nascente e uma possivel explicacdo para a alteracdo nos niveis de AChE nos pontos 1 e 2
pode ser relacionada a presenca de agrotoxico. Ja existem alguns estudos mostrando que
inseticidas e pesticidas alteram a atividade da AChE (KAVITHA; RAO, 2008, PERKINS;
EVERETT; SCHLENK, 2010, KAIS et al.,, 2015). E pelo fato do ponto 2 se encontrar
préximo a nascente a alteracdo pode ser apresentada como reflexo das alteracfes na nascente.
Por ser uma area rural ainda, mesmo que haja mineracdo de areia atualmente neste ponto.
Clorpirifos e organofosforados sdo inseticidas amplamente utilizados em todo mundo, que
provocam sérios problemas ambientais (FU et al., 2013). Estudos realizados com a utilizagédo
de agrotoxicos e inseticidas causam diferentes tipos de alteracbes em embrides de peixe-
zebra. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2004), classificou alguns tipos de inseticidas
e pesticidas, sendo os organofosforados e os carbamatos (clorpirifos, carbofuran, por
exemplo) como moderadamente toxicos, e altamente toxicos metamidofos, metomil, por
exemplo. Varios estudos relataram que clorpirifos possuem uma variedade de efeitos,
incluindo bioquimicos e alteragfes histopatologicas (XING et al., 2012), estresse oxidativo
(KAVITHA; RAO, 2008; FUENTES et al., 2015), genotoxicidade (ALI et al., 2009),
toxicidade reprodutiva (FARAG et al., 2010; NISHI; HUNDAL, 2013) e alteracOes
endocrinas (VISWANATH et al., 2010).

A alteracdo da atividade da AChE tem sido amplamente utilizada como biomarcador
de neurotoxicidade por amostras ambientais ou substancias puras em diferentes tecidos e
modelos animais sensiveis a determinados niveis de contaminacdo aquética (PERKINS;
EVERETT; SCHLENK, 2000; ARUFE et al., 2007; DE DOMENICO et al., 2013; FAN et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2013). Em relacéo a analise da atividade da AChE, existem alguns
estudos como Kavitha e Rao, (2008), Perkins, Everett e Schlenk, (2010), que relacionam a
alteracdo da atividade da AChE a agrotoxicos ou poluentes, como no estudo realizado por

Kais et al. (2015), com Aroclor 1254, 2,3-Benzofurano, Bisfenol A, clorpirifos, Paraoxon-
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Methy, Quinolina e cloreto de metil mercurio. Através dos resultados encontrados neste
estudo, foi possivel verificar que a atividade da enzima estava aumentada nos pontos 1 e 2,
indicando que nestas localizacbes possiveis contaminantes como organofosforados e
carbamatos e até alguns metais pesados que podem estar aumentando a atividade da AChE
total em embrides de peixe-zebra, o que indica uma menor quantidade do neurotransmissor
ACh na fenda sinéptica. Pela existéncia de atividade agricola principalmente no ponto 1, a
nascente do rio e 0 ponto 2 estdo alterados. Segundo Azevedo e Chasin (2003), certos agentes,
como inseticidas fosforados, agem sobre a atividade da AChE inibindo-a, gerando assim um
acumulo de acetilcolina nos locais onde ela é liberada normalmente. Segundo Silva (2015), a
acumulacdo de ACh, gerado pela inativacdo da AChE provoca uma hiperestimulacdo dos
receptores colinérgicos, muscarinicos e nicotinicos interrompendo a neurotransmissao,
causando entdo uma intoxicacéo por inibidores da AChE. Outra explicacdo pode ser o fato de
que alguns pontos ndo mostraram um nivel de toxicidade elevada, devido ao fato de que
substancias toxicas com um peso molecular elevado sdo mais dificeis de passar pela cérion do
embrido (BRAUNBECK et al., 2015).

Um estudo realizado por Berha e colaboradores (2002), mostrou que a ACh, tem um
papel crucial nas sinapses central e neuromuscular, e que através de uma mutacao no gene de
dor do peixe-zebra, cessando assim a hidrélise de ACh, manifestando que os embrides séo
inicialmente mdveis mas, subsequentemente desenvolveram paralisia. Estes embries
mutantes apresentaram defeitos na formacdo e inervacdo de fibras musculares e 0s neurénios
sensoriais morrem prematuramente, mostrando que quando os niveis da atividade da AChE
estdo alterados, os embrides podem rapidamente sofrer alteragbes na movimentagdo e n
comportamento ja que ndo conseguiram movimentar-se e forragear em busca de alimento, o
gue pode ser uma explicacdo para a diminui¢do no ponto 6 em relacdo aos pontos 1 e 2.

N&o existem muitos estudos na regido carbonifera com relagdo a andlise dos
ecossistemas aquaticos, mas existem diversos estudos sobre a recuperagdo ambiental na
regido carbonifera como o estudo de Volpato, De Menezes e Da Silva, (2017). Existem
estudos relacionados a ecologia de alguns animais que vivem na regido carbonifera como o
realizado por Harter-Marques et al. (2010) sobre dispersdo de sementes em uma area em
recuperacdo ap0s a mineracdo de carvao em Siderdpolis. Um estudo realizado por Zocche e
colaboradores (2014), com anfibios mostrando haver elevadas concentracdes de metais
pesados e estresse oxidativo em Hypsiboas faber, mostrando que H. faber € sensivel aos

poluentes presentes em residuos de mineracdo de carvao. Ouve um estudo sobre dano ao
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DNA e niveis de metais pesados em morcegos insetivoros na regido carbonifera de Santa
Catarina (ZOCCHE et al., 2010).

No sentido de melhor compreender os mecanismos relacionados as causas
toxicoldgicas induzidas de forma distinta entre as amostras das localidades pesquisadas,
estudos futuros sdo de extrema relevancia no sentido de identificar possiveis compostos
envolvidos nessa alteracdo da atividade da AChE, alteracbes morfoldgicas e mortalidade.
Existem diversas atividades mineradoras ocorrendo ao longo do Rio Linha Torrens como a
mineracdo de areia, mineracdo de pirita e a mineracdo de carvdo. Sendo assim, possiveis
compostos presentes nas amostras das diferentes localidades avaliadas podem ter alterado a
atividade da AChE nos pontos 1 e 2 como mostrado no estudo realizado por Ensibi e Yahia
(2017), que verificou um aumento na atividade da AChE em copépodos planctdnicos atraves
do cloreto de cadmio. Outro estudo realizado por Yousefi Babadi et al. (2014) mostrou um
aumento na AChE em cérebro de ratos devido a altas concentracfes de manganés. Foi
também encontrado um aumento na atividade da AChE em mexilhdes expostos a cadmio e
chumbo (BAINY et al., 2005). Portanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que alguns

metais poderiam estar modulando a atividade da AChE.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a toxicidade embrionaria pode ser decorrente dos agrotoxicos
que poderiam estar presentes nos pontos 1 e 2 que tiveram uma maior letalidade, assim como
0 aumento na atividade da AChE sendo usada como um indicador de neurotoxicidade
refletindo assim a qualidade ambiental, mesmo considerando o PAR o ponto 1 sendo natural e
0 ponto 2 alterado. E em relacdo a eclosdo prévia encontrada no ponto 3 pode ter sido
decorrente da liberacdo de efluente urbano

As alteracBes morfoldgicas encontradas nos embrides/larvas de peixe-zebra podem
estar relacionadas ao uso de agrotdxicos, de efluentes domésticos e industriais podendo alterar
a morfologia do peixe-zebra, possivelmente levando a uma alteragcdo locomotora, o que foi
visto no presente estudo através da formacdo dos somitos.

Neste contexto, o presente estudo visa contribuir na compreensdo da atual situacdo do
ecossistema aquatico e a necessidade de estudos futuros sobre a biota aquéatica e as interacoes
presentes.
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ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada WhM&TM*M
Pontos do Rio Linha Torrens Utilizando Embrides de Peixe-Zebra Danio reno”,
registrada com o protocolo n® 0622016-1, sobarespumde&udol’m
Rico, junto 3 equpe: Miriam da Conceig3o Martins, Samira Leila Baldin, Amanda
Flonano Ghisi, mmvmmamzmouroe - que envolve 3
produc3o, mwmamMmﬁomm
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os precetos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.800,
de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Naciona) de Controle de

M(Mehmmm&mmmn
:mn:s . da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunio de

Finalidade __|()Ensino  (X) Pesqusa Cientifica
iﬁ\dadam 30062018 a 010472017

Espéciefinhagemiraca | Peixes (aduftos como matrizes)

N* de anmais 170 i
U.005g 7 U- &5 horas pos Z3c30

E— 0.650g / 4 meses

Sexo -

ﬂcn Ro Linha Torens

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 1178408, has analyzed

the following Project:
m ‘MsesmTMdmmthlemﬁvu
Rerio Embryos”.

mmmm

Researchers: Miriam da Conceigldo Martins, Samira Leila Baldin, Amanda Floriano
Ghisi, Karine Medeiros Vieira, Helena Cristina Zuehl Dal Toé.

The project was Approved n its ethical and methodological aspects. Any aiteration of the
MMdmmmb& submitted to the Committee for further

andyzes.  May n3ve questions, please contact us on
m.m.nwpmaabyeﬂﬁl:mna

-

Coordenador da CEUA

Cricitima, 14 de junho de 2016.
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ANEXO Il - PARECER DO COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL

LA oz de Ehca o Usd do Ankts CEUA:

CERTIFICADO

Cerfificamos que a proposta intitulads "AVALIACAO DO PERFIL DE TOXICIDADE DE
mmmmmmmmmmm

refrio.”, regisiraca com o protocolo n® 0332017-1 {Adendo do protocolo 062/2016-1), sob 3
M&Mwwmam Samira Leda Baldn, Karne Medesos
Viara, Helena Cristina Zuehi Dal Toé - que enwoive 3 produco, manutencao ou uliizac3o de
amimais pentencentes 30 fio Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos). para fins de pesquisa
Gientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceiios da Lei n® 11.784, de 8 de cutubro de
2008, do Decreto n® 6.890, de 15 de juiho de 2002, e com as normas ediadas pelo Consglho
w&mawmmuhmmmde&a
no Uso de Anmais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catannense - UNESC, em reunido de
04042017

Frahcsoe ( JEnsmo (X Pesquisa Ceentifica
Vigenca da autorzacao | 12042017 a 11042018
Especefinhagemiaca | Peixes adultos como matrz

[\° de anmas 170

IdadePeso 0-26 hpff 4 meses
000&;0.0509

Gén=m

Origem R:oLnaTonens

The Ethics Committee on Anmal Use on Research, sanctioned by the mesolution number
022011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.704/028. has analyzed the
followng Prosect

Progect titie: "TASSESSMENT TOXICITY OF DIFFERENT LOCATIONS OF THE TORRENS LINE
RIVER USING ZEBRAFISH Danio rerio EMBRYOS.™

Protocol number: 0352017-1 (Adendo do protocolo 062/2016-1)

Researchers: Samira Leila Baldin, Karine Medeiros Vieira, Helena Cristina Zuehl Dal Toe.
The project was Approved in #s ethical and methodological aspects. Any ateration of the onignal

md&pq&m&kpmﬁysﬂnﬁdbmmﬁmmlﬁyyw
hawe further questons, please comtact us on wwwaunescnetpropexiceua or by e-mai
ceua@unescnet.

Cricitima, 04 de abri de 2017.
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ANEXO |1l - QUADRO 1 DO PAR

Descri¢do do Ambiente

Localizagéo:

Data de Coleta: I

| Hora da Coleta:

Tempo (situacdo do dia):

Modo de coleta (coletor):

Tipo de Ambiente: Coérrego( ) Rio ()
Largura média:
Profundidade média:
Temperatura da agua:

PARAMETROS

PONTUACAO
4 pontos 2 pontos 0 ponto
Campo de

1.Tipo de ocupagdo das
margens do corpo d’agua

Vegetacdo natural

pastagem/Agricultura/

Residencial/ Comercial/

C s Monocultura/ Industrial
(principal atividade) Reflorestamento
2. Erosédo proxima e/ou
nas margens do rio e Ausente Moderada Acentuada
assoreamento em seu leito
alteragdes de origem
3. Alteragdes antrdpicas Ausente Alteracges de origem (fégfﬁ:igliliﬁjz:gings
' ¢ P doméstica (esgoto, lixo) L rurgias,
canalizacéo, retilinizacéo
do curso do rio)
4. Cobertura .
vegetal no leito Parcial Total Ausente
5. Odor da agua Nenhum Esgoto (ovo podre) oleo/industrial
6. Oleosidade da 4gua Ausente Moderada Abundante
7. Transparéncia da agua Transparente turva/cor de cha-forte opaca ou colorida
E(gfu(r?g cc)))r do sedimento Nenhum Esgoto (ovo podre) 6leo/industrial
9. Oleosidade do fundo Ausente Moderado Abundante
10. Tipo de fundo pedras/cascalho Lama/areia cimento/canalizado
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ANEXO IV - QUADRO 2 DO PAR

11. Tipos de fundo

versificados;
pedacos de troncos

diversificados;
habitats adequados
para a manuteng&o

disponibilidade de
habitats insuficiente;

PARAMETROS PONTUACAO
5 pontos 3 pontos 2 pontos 0 ponto
Mais de 50% com 30 a50% de 10 a 30% de habitats | Menos que 10% de
habitats di habitats diversificados; habitats di

versificados;
auséncia de habitats

12. Extensdo de
répidos

submersos; - substratos Gbvia; substrato
cascalho ou outros | das populacdes de freqiientemente | rochoso instavel para
; A organismos P IS
habitats estaveis. aguéticos. modificados. flxaga_o dos
organismos.
Rabpl_dos % Rapidos com a Trecgos répidos .
corredeiras bem largura igual & do podem estar Répidos ou

desenvolvidas;
répidos tao largos
quanto o rio e com

0

. comprimento

igual ao dobro da
argura do rio.

rio, mas com

comprimento
menor que o dobro
da largura do rio.

ausentes; rapidos
ndo tdo largos
quanto o rio e seu
comprimento menor

que o dobro da
largura do rio.

corredeiras
inexistentes.

13. Freqliéncia de
répidos

Répidos
relativamente
freqlentes;
disténcia entre
répidos dividida
pela largura do rio
entre5e7.

Répidos ndo
freqiientes;
distancia entre
répidos di vidida
pela largurado
rio entre 7 e 15.

Répidos ou
corredeiras
ocasionais; habitats
formados pelos
contornos do fundo;
distancia entre
répidos di vidida pela
largura dorio
entre 15 e 25.

Geralmente com
ldmina d’agua “lisa”
ou com rapidos
rasos; pobreza de
habitats; distancia

entre rapidos
di vidida pela
largura do rio
maior que 25.

) Seixos abundantes ) Fundo
14. Tipos de substrato (prevalecendo em Seixos formado Fundo pedregoso;
nascentes). abundantes; predomina seixos ou
cascalho ) nte- Ih lamoso.
mente por cascalho;
comum. aIans Seixos
presentes. ]
. Entre 0 e 25% do Entre 25 e 50% do Entre 50 e /5% do Mais de 75% do

15. Deposicdo de fundo coberto fundo coberto fundo coberto por fundo coberto por
lama por lama. por lama. lama. lama.

Menos de 5% do

Alguma evidéncia
de modificagdo no

Deposi¢do moderada

Grandes depdsitos
de lama, maior

de
substrato exposta.

substrato
exposto.

substrato nos
“rapidos”’ exposto.

fundo com fundo, de cascalho novo, desenvolvi-
16. Depositos deposicao de lama; principalmente areia ou lama nas mento das margens;
sedimentares auséncia de como aumento de | margens; entre 30 a mais de 50% do
deposicao nos cascalho, areia ou 50% do fundo fundo modificado;
remansos. lama; 5 a 30% do afetado; deposicao remansos ausentes
et famdo moderada nos ) _f(_jevi_do % .
deposicao nos remansos. 0 de sedmentos.
remansos.
Alguma
Canalizagdo canalizacao Alguma modificagéo
17. Alteracdes no (retificagdo) ou presente, presente nas duas | Margens
canal do rio dragagem ausente normalmente margens; 40 a 80% | modificadas; acima
ou minima; rio préximo a do rio modificado. de 80% do rio
com padréo construcdo de modificado.
normal. pontes; evidéncia
de modificagdes ha
mais de 20
anos.

B Flyxo relativamente Lémi na d’dgua Ldmi na d’dgua Lémi na d’dgua
18Carac’5er|st|casdo igual em todg a acima de 7_5% do entre 25 ¢ _75% do escassa e presente
fluxodasaguas largura do rio; canal do rio; ou canal do rio, e/ou apenas nos

minima quantidade | menos de 25% do maior parte do remansos.
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19. Presenca de mata
ciliar

Acima de 90% com

vegetacao riparia
nativa, incluindo
arvores, arbustos
ou macrdfitas;
minima evidéncia

de deflorestamento;

todas as plantas

Entre 70 e 90%
com vegetacao
riparia nativa;
deflorestamento
evidente mas nao
afetando o
desenvolvimento
da vegetacao;

vegetacdo eliminada;

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

menos da metade das

Menos de 50% da
mata ciliar nativa;

defloresta-
mento muito
acentuado.

atingindo a altura maioria das I ingind
ormal” e plantas atingindo a
horma plantas atingindo altura “normal”.
aaltura
“normal”.
Margens Instavel; muitas
estaveis; evi Moderadamente Moderadamente Areas com erosio:
20 Estabilidade das déncia de estaveis; pequenas | instavel; entre 30 e frequientes areas
margens eroséo areas de erosdo | 60% da margem com descobertas nas
minima ou freqlientes. Entre 5 erosdo. Risco curvas do rio:
ausente; e 30% da margem | elevado de erosdo erosdo 6bvia entre
ppequeno potencial | com erosao. durante enchentes. 60 e 100% da
problemas futuros. margem.
Menos de 5% da J
margem afetada.
Largura da
vegetacdo ripéria Largura da Largura da Largura da
21. Extensdo de mata | maior que 18 m; vegetacao vegetacao riparia vegetacdo riparia
ciliar sem influénciade | ripariaentre 12 e entre6e 12 m;i menor que 6 m;
atividades 18 m; minima nfluéncia antrépica | vegetagdo restrita ou
antroplcas influéncia intensa. ausente devido a
ropecuaria, 5Di ivi 4ni
?rac?as otey! antropica. atividade antropica.
Pequenas Macrdfitas Algas filamentosas Auséncia de
22. I?r_esenga de planta macrdéfitas aq_uéticas ou algas | ou macrofitas em vegeta_géo aql_Jética
saquaticas aquaticas efou filamentosas ou | poucas pedras ou no leito do rio ou
musgos musgos distribuidas | alguns remansos, grandes bancos
istribuf no rio, erifiton macrofitas
distribuidos pelo substeaiotom | © abundante e (p.ex. aguape).
leito. perifiton.
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