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INSTRUMENTO PARTICULAR DE CONVENIO
DE COOPERACAO TECNICA E FINANCEIRA
PARA DESENVOLVIMENTO DO PROJETO
EFEITO DE  MICROPOLUENTES  NA
BIODIVERSIDADE DE  RIACHOS  DAS
MICROBACIAS DO ENTORNO DO
RESERVATORIO DE ITAIPU - REGIAO
TRANSFRONTEIRICA (BR - PY). FASE 2:
ESTABELECENDO PROTOCOLOS DE
BIOMONITORAMENTO POR MEIO DA
INTEGRACAO DE DIFERENTES NiVEIS DA
BIODIVERSIDADE (GENETICO E
COMUNIDADES) E METODOS DE ESTUDOS
(CLASSICOS E MOLECULARES), QUE ENTRE
SI CELEBRAM ITAIPU E FUNDACAO PARQUE
TECNOLOGICO ITAIPU E UNIVERSIDADE
FEDERAL DA INTEGRACAO  LATINO-
AMERICANA.

ITAIPU, entidade binacional, constituida nos
termos do Artigo Ill do Tratado firmado entre a Republica Federativa do Brasil e a
Republica do Paraguai, em 26 de abril de 1973, com sedes em Brasilia-DF, Brasil, Setor
Comercial Norte (SCN), Quadra 4, Bloco B, Edificio Centro Empresarial Varig - Sala 101,
CEP 70.714-900 Brasilia, Distrito Federal, e em Assuncao, Paraguai, Avenida Espafa, n°
850, inscrita no Cadastro Nacional da Pessoa Juridica (CNPJ) sob n° 00.395.988/0001-35,
com escritorio em Foz do Iguacu - PR, na Av. Silvio Américo Sasdelli, n° 800, Vila A, sendo
a Usina Hidrelétrica de Itaipu localizada na Avenida Tancredo Neves, n° 6731, Foz do
Iguacu - PR, neste ato representada por seu Diretor Financeiro Executivo e por seu Diretor
Financeiro, que ao final assinam digitalmente;

) e, na qualidade de CONVENIADA, FUNDACAO
PARQUE TECNOLOGICO ITAIPU - BRASIL - FPTI, pessoa juridica de direito privado, sem
fins lucrativos, inscrita no CNPJ sob o n°® 07.769.688/0001-18, com sede na cidade de Foz
do Iguacu, Estado do Parana, Av. Tancredo Neves, 6731, Cx. Postal 1511, CEP: 85867-
9000, Parque Tecnologico Itaipu - PTI/ME, neste ato representada por seus Diretores, que
ao final assinam digitalmente,

e a UNIVERSIDADE FEDERAL DA
INTEGRACAO LATINO-AMERICANA - UNILA, pessoa juridica de direito publico, sem fins
lucrativos, com sede na Avenida Silvio América Sasdelli, 1842, Vila A, Edificio Comercial
Lorivo, CEP: 85866-000, na cidade de Foz do Iguacu, Estado do Parana, inscrita no CNPJ
sob o n° 11.806.275/0001-33, neste ato representada por seu Reitor, que ao final assina
digitalmente;

resolvem, de comum acordo, celebrar o
presente CONVENIO, em conformidade com as seguintes clausulas e condicées:
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CAPITULO | A
DO OBJETO DO CONVENIO

CLAUSULA PRIMEIRA - O presente CONVENIO tem por finalidade a cooperacdo da ITAIPU e
da CONVENIADA para desenvolvimento conjunto do projeto denominado “Efeito de
micropoluentes na biodiversidade de riachos das microbacias do entorno do Reservatorio
de lItaipu - regiao transfronteirica (BR - PY). Fase 2: Estabelecendo protocolos de
biomonitoramento por meio da integracao de diferentes niveis da biodiversidade (genético
e comunidades) e métodos de estudos (classicos e moleculares)”, de acordo com o Plano
de Trabalho - Anexo I.

CAPITULO Il )
DOS DOCUMENTOS INTEGRANTES DO CONVENIO

CLAUSULA SEGUNDA - Este CONVENIO rege-se pelas clausulas nele contidas e pelo Plano
de Trabalho - Anexo | - que, rubricado pelas partes, integra o presente instrumento.

Paragrafo unico - Em caso de divergéncia entre o previsto neste CONVENIO e no seu
anexo, prevalecera sempre o estabelecido neste CONVENIO.

CAPITULO Il A
DA GESTAO DO CONVENIO

CLAUSULA TERCEIRA - Cada participe informara o nome e o cargo do gestor do presente
CONVENIO, mediante correspondéncia formal enviada em até 10 (dez) dias Uteis apds a
celebracao do presente instrumento, os quais terao responsabilidades individuais,
conjuntas e solidarias pela escorreita execucao do CONVENIO.

Paragrafo primeiro - O gestores das CONVENIADAS deverao fiscalizar a implementacao,
execucao e acompanhamento das atividades descritas no CONVENIO e respectivo Plano de
Trabalho.

Paragrafo segundo - O gestor da ITAIPU sera responsavel pelo acompanhamento da
execucao do CONVENIO e a correta aplicacao dos recursos, bem como pelas demais
obrigacdes previstas nas normas internas da ITAIPU.

Paragrafo terceiro - Podera haver, a qualquer tempo, substituicdo temporaria ou
definitiva do gestor de qualquer um dos participes, bastando a comunicacao por escrito
aos outros participes.

CAPITULO IV _ ,
DAS OBRIGAGCOES DOS PARTICIPES

CLAUSULA QUARTA - Compete a ITAIPU, por intermédio do seu gestor e seguindo os
procedimentos vigentes na ITAIPU:

a) executar as atividades sob sua responsabilidade de acordo com o Plano de Trabalho;
b) fornecer as informacdes necessarias a realizacao das atividades objeto deste

CONVENIO;
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promover o repasse dos recursos financeiros de acordo com o Cronograma de
Desembolso do Anexo I, observadas as normas legais pertinentes;

orientar, coordenar, supervisionar, fiscalizar e analisar a execucao do CONVENIO;
promover e coordenar reunides peridodicas com as CONVENIADAS;

analisar os relatorios/medicées apresentadas pelas CONVENIADAS sobre a execucao do
objeto do CONVENIO; A

analisar a Prestacao de Contas referentes aos recursos alocados no CONVENIO;

aprovar os procedimentos técnicos e operacionais necessarios a execucao do objeto
deste CONVENIO; e

manter registros, arquivos e controles contabeis especificos no local onde forem
contabilizados os documentos originais fiscais ou equivalentes, comprobatorios das
despesas realizadas com recursos do presente CONVENIO pelo prazo de 10 (dez) anos,
contado da data da aprovacao por ITAIPU da Prestacao de Contas Final.

CLAUSULA QUINTA - Compete as CONVENIADAS, por intermédio dos respectivos gestores:

a)

b)

3

n)

garantir os recursos materiais, humanos e financeiros indispensaveis a execucao do
CONVENIO, conforme definido no Plano de Trabalho;

executar, direta ou indiretamente, as atividades necessarias a consecucao do objeto a
que alude este CONVENIO, observando os critérios de qualidade técnica, os prazos e os
custos previstos no Plano de Trabalho;

respeitar as normas aplicaveis na utilizacao de recursos financeiros da ITAIPU;

prestar contas da totalidade dos gastos envolvendo os recursos financeiros da ITAIPU e
a contrapartida das CONVENIADAS;

responsabilizar-se pelos encargos de natureza trabalhista, previdenciaria e tributaria,
bem como os de natureza securitaria, de seu pessoal, proprio ou terceirizado que
designar, ou por empresas que venha a contratar a qualquer titulo para exercer
atividades relacionadas a este CONVENIO, nao sendo transferida a ITAIPU nenhuma
responsabilidade;

responsabilizar-se por prejuizos causados por ela ou pelos seus prepostos a pessoas
ou bens, na execucdo deste CONVENIO e resultantes de atos ou omissdes dolosas ou
culposas, tais como negligéncia, imprudéncia ou impericia;

refazer, sob sua exclusiva e integral responsabilidade, sem 6nus para ITAIPU, as
atividades realizadas em desacordo com o Plano de Trabalho;

assegurar o acesso e a utilizacao, pela ITAIPU, dos resultados das atividades objeto
deste CONVENIO;

fornecer as informacbes necessarias a realizacao das atividades objeto deste
CONVENIO;

nao utilizar os recursos recebidos da ITAIPU em finalidade diversa da estabelecida
neste Instrumento, ainda que em carater de emergéncia;

propiciar, no local de realizacao do objeto, os meios e as condicoes necessarias para
que a ITAIPU possa realizar supervisoes;

compatibilizar o objeto deste CONVENIO com as normas de preservacdo ambiental,
quando for o caso;

restituir a ITAIPU eventual saldo dos recursos financeiros repassados, inclusive aquele
proveniente de rendimentos de aplicacao financeira, em virtude da conclusao,
dendncia, rescisao ou extincao do CONVENIO;

manter registros, arquivos e controles contabeis especificos no local onde forem
contabilizados os documentos originais fiscais ou equivalentes, comprobatérios das
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despesas realizadas com recursos do presente CONVENIO pelo prazo de 10 (dez) anos,
contado da data da aprovacao por ITAIPU da Prestacao de Contas Final;

o) realizar as despesas para execucdo do objeto do CONVENIO, expresso no Plano de
Trabalho, dentro da vigéncia deste Instrumento;

p) apresentar relatorios técnicos e financeiros contendo avaliacdao qualitativa e
quantitativa acerca dos resultados obtidos com a execucao do projeto, detalhando a
metodologia empregada para a execucao das metas previstas no Plano de Trabalho,
bem como analise do impacto social sobre o publico alvo beneficiado e sobre o
problema e/ou demanda que deu origem ao projeto; e

q) fazer constar em contratos com seus fornecedores, a obrigacao das contratadas para,
quando da emissao de notas fiscais ou equivalentes para as CONVENIADAS, indicar no
corpo das notas fiscais ou equivalentes, o numero do instrumento juridico firmado
entre ITAIPU e as CONVENIADAS, fonte dos recursos financeiros.

CAPITULO V
DOS RECURSOS FINANCEIROS

CLAUSULA SEXTA - Os valores a serem repassados pela ITAIPU para a execucdo deste
CONVENIO sao os estabelecidos no item 24 - CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO FINANCEIRO,
previsto no Plano de Trabalho - Anexo | deste CONVENIO, em consonancia com as metas,
etapas ou fases de execucdo do objeto deste CONVENIO.

CLAUSULA SETIMA - Os recursos repassados pela ITAIPU, enquanto nido empregados na sua
finalidade, deverao permanecer aplicados, obrigatoriamente, nos seguintes produtos
financeiros:

) caderneta de poupanca de instituicao financeira oficial; ou
II)  fundo de aplicacao financeira de curto prazo e/ou em operacao de mercado aberto,
ambos lastreados em titulos da divida publica federal.

Paragrafo unico - Mediante prévia formalizacao de Aditamento e segundo procedimentos
especificos estabelecidos por ITAIPU em suas normas internas, os rendimentos das
aplicaces financeiras poderéo ser aplicados no objeto deste CONVENIO e estardo sujeitos
as mesmas condicdes de Prestacao de Contas exigidas para os recursos transferidos.

CAPITULO VI ) .
DA FORMA E CONDICOES DA TRANSFERENCIA DOS RECURSOS FINANCEIROS

CLAUSULA OITAVA - A ITAIPU efetuard o repasse de recursos financeiros de sua
responsabilidade, de acordo com o item 24 - CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO FINANCEIRO,
estabelecido no Plano de Trabalho- Anexo | deste CONVENIO.

CLAUSULA NONA - O repasse da primeira parcela trimestral sera efetuado em até 15
(quinze) dias corridos contado a partir da data de protocolo na ITAIPU da solicitacao de
repasse pela CONVENIADA responsavel pela execucao, com indicacdo da conta corrente
especifica e exclusiva para deposito, condicionado a assinatura do presente CONVENIO.

CLAUSULA DECIMA - O repasse das demais parcelas trimestrais sera efetuado em até 30

(trinta) dias corridos contado a partir da data de protocolo na ITAIPU da solicitacao de
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repasse pela CONVENIADA responsavel pela execucao, condicionado a analise da
regularidade fisica e financeira da Prestacao de Contas pela ITAIPU correspondente ao
repasse anterior.

CLAUSULA DECIMA PRIMEIRA - Trimestral e preferencialmente até o 10° (décimo) dia util
do més subsequente ao trimestre da realizacao das atividades, a CONVENIADA responsavel
pela execucao da meta, diretamente interessada no recebimento do valor, devera
encaminhar para a Central de Protocolo da ITAIPU aos cuidados do gestor da ITAIPU, os
seguintes documentos:

I) correspondéncia solicitando o repasse dos recursos financeiros da proxima parcela, se
houver; e

Il) Prestacdo de Contas, conforme previsto no Capitulo VII - “DAS PRESTACOES DE
CONTAS”.

Paragrafo unico - Sera admitido periodo inferior ao trimestre, compreendido em
prestacoes de contas parciais.

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA - Os recursos financeiros serdo repassados & CONVENIADA,
responsavel pela execucao, mediante crédito em conta corrente especifica e exclusiva
deste CONVENIO, aberta em instituicdo bancaria oficial. A CONVENIADA devera informar a
ITAIPU o banco e o niumero da conta, bem como o niumero, o nome e a localizacao da
agéncia. O crédito em conta corrente sera efetuado mediante depdsito, por meio de
Transferéncia Eletronica Disponivel - TED. O comprovante do depoésito passara a ser,
automaticamente, o recibo de efetivacao do repasse.

Paragrafo primeiro - A liberacdo dos recursos financeiros sera suspensa total ou
parcialmente no caso de descumprimento de qualquer clausula prevista neste CONVENIO.

Paragrafo segundo - O gestor da ITAIPU podera solicitar a suspensao da utilizacao dos
recursos financeiros transferidos, no caso de inadimplemento pelas CONVENIADAS de
qualquer clausula prevista neste CONVENIO.

Paragrafo terceiro - A nao aprovacao das Prestacées de Contas Parciais pela ITAIPU, por
falta de documentos ou por outros motivos, podera implicar na solicitacao de suspensao
da utilizacao dos recursos transferidos e/ou implicara na suspensao de repasses, até que
os problemas sejam sanados.

Paragrafo quarto - Os recursos financeiros repassados deverao ser mantidos em aplicacao
financeira vinculada as contas especificas e exclusivas até a sua utilizacao.

CAPITULO VII
DO INADIMPLEMENTO

CLAUSULA DECIMA TERCEIRA - Sdo vedadas as despesas porventura realizadas com
finalidade diversa da estabelecida neste Instrumento, especialmente:

a) com finalidade diferente ao objeto do CONVENIO, inclusive em carater de emergéncia;

b) a titulo de taxas de administracao, geréncia ou similar;
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c) relativas a gastos de representacao, gratificacoes, festas e homenagens;

d) efetuadas em data anterior ou posterior a vigéncia do CONVENIO;

e) relativas a multas, juros ou correcao monetaria, resultante do cumprimento de
obrigacoes fora do prazo;

f) a empregado da ITAIPU, a qualquer titulo;

g) de qualquer natureza, a diretor, presidente, dirigente, conselheiro ou representante
legal das CONVENIADAS, de seus respectivos conjuges, ascendentes e descendentes, até
o segundo grau de consanguinidade e afinidade, ou, ainda, a pessoas juridicas em que
esses sejam proprietarios, sdcios ou exercam funcao de direcao;

h) consultoria em percentual superior a 30% (trinta por cento) do valor total do
CONVENIO; e

i) outras vedacodes previstas nas Instrucoes de Servicos da ITAIPU.

Paragrafo unico - O inadimplemento das CONVENIADAS implicard na suspensao de
transferéncias ou fornecimentos, gerando a obrigacdo de devolucao dos recursos
financeiros ainda nao utilizados, com a correcao correspondente, e, se for o caso, a
entrega do bem, equipamento ou material fornecido.

CAPITULO VIIl.
DAS PRESTACOES DE CONTAS

CLAUSULA DECIMA QUARTA - A Prestacao de Contas € a comprovacao de que 0s recursos
previstos neste CONVENIO tiveram boa e regular aplicacao. Portanto, deve evidenciar que
os recursos foram utilizados de acordo com as atividades previstas neste CONVENIO em
conformidade ao que foi pactuado entre as partes no Plano de Trabalho.

Paragrafo primeiro - As Prestacoes de Contas deverao:

a) ser preparadas em 2 (duas) vias de igual teor, sendo uma das vias entregue aos
cuidados do gestor da ITAIPU dentro do prazo estabelecido neste CONVENIO;

b) ter seus documentos unidos de forma a nao permitir o desmembramento acidental de
suas pecas;

c) ter suas paginas numeradas sequencialmente (1/n);

d) conter os documentos devidamente preenchidos e assinados; e

e) ser preparadas e entregues em meio fisico e digital.

Paragrafo segundo - O gestor deste CONVENIO, na ITAIPU, orientara quais documentos
deverao ser apresentados em meio fisico (copia em papel) e/ou digital (arquivos
indexados em pendrive, CD, DVD ou disponibilizados em nuvem, dropbox, google, bem
como outras formas equivalentes).

Paragrafo terceiro - Caso a ITAIPU disponibilize sistema informatizado, as prestacoes de
contas deverao ser apresentadas por via do referido sistema.

CLAUSULA DECIMA QUINTA - As faturas, recibos, notas fiscais e quaisquer outros
documentos comprobatorios de despesas deverao:

a) referir-se a despesas compativeis com o objeto deste CONVENIO e previstas no Plano de

Trabalho;
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b) referir-se a despesas realizadas no periodo de vigéncia deste CONVENIO;

c) ser emitidos em nome da CONVENIADA responsavel pela respectiva execucao;

d) conter o nimero deste CONVENIO nos documentos originais, estar legiveis e sem
emendas ou rasuras;

e) conter e/ou estar acompanhados do detalhamento das parcelas de valores que
correspondam a mais de uma fonte de origem de recursos utilizados para o respectivo
pagamento, identificando cada fonte;

f) conter carimbo de recebimento do material e/ou atestado da realizacao dos servicos,
com identificacao e assinatura do responsavel; e

g) ser mantidos em arquivo em boa ordem, no proprio local em que forem contabilizados,
a disposicao da ITAIPU, pelo prazo de 10 (dez) anos contado a partir da data de
aprovacao da Prestacao de Contas Final.

CLAUSULA DECIMA SEXTA - As CONVENIADAS ficam obrigadas a apresentarem as
Prestacoes de Contas Parciais e Final de todos os gastos realizados relativos aos recursos
financeiros a que se referem, de acordo com o estabelecido neste CONVENIO e nas normas
internas da ITAIPU, que regem o tema e que serao disponibilizadas para as CONVENIADAS
pelo gestor da ITAIPU.

CLAUSULA DECIMA SETIMA - A ITAIPU fard o acompanhamento da execucdo deste
CONVENIO, além do exame das despesas, com avaliacdo técnica relativa a aplicacdo dos
recursos de que trata a Prestacao de Contas referida neste Capitulo, a fim de verificar a
correta aplicacao dos recursos e o atingimento dos objetivos estabelecidos.

CAPITULO IX
DAS PRESTACOES DE CONTAS PARCIAIS

CLAUSULA DECIMA OITAVA - As CONVENIADAS apresentardo a ITAIPU a(s) Prestacao(des)
de Contas Parcial(is) correspondente(s) ao trimestre anterior, com a seguinte
documentacao:

a) correspondéncia de encaminhamento da Prestacao de Contas;

b) Relatério de Atividades e de Resultados;

c) Relatério de Execucao Fisico-Financeira;

d) Demonstrativo da Execucao da Receita e Despesa (Balancete Financeiro);

e) Conciliacao dos Saldos Bancarios;

f) copia do extrato da conta bancaria especifica e exclusiva referente ao periodo das
contas em analise;

g) Demonstrativo de Rendimentos de Aplicacdes Financeiras;

h) copia do extrato de aplicacao financeira;

i) Certidao Negativa de Débitos Relativos aos Tributos Federais e a Divida Ativa da Unido
(RFB/PGFN), Certificado de Regularidade do FGTS (CRF), Certidao Negativa de Débito
Municipal (CND), Certidao Negativa de Débito Estadual (CND) e Certidao Negativa de
Débitos Trabalhistas (CNDT);

j) Demonstrativo de Repasses e Prestacoes de Contas;

k) copia do despacho adjudicatorio e homologacdao das licitacbes realizadas ou
justificativas para sua dispensa ou inexigibilidade ou documentos de objetivos
equivalentes estabelecidos em regulamento proprio das CONVENIADAS;
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l) na auséncia de regulamento préprio das CONVENIADAS com objetivos equivalentes aos
atos de adjudicacdo e homologacdo de licitacdes, cdpia da cotacao de precos,
contendo as propostas de no minimo trés fornecedores e a indicacdao, pelas
CONVENIADAS, da mais adequada para o fornecimento do objeto deste CONVENIO. Nao
havendo possibilidade de obter no minimo trés propostas comerciais, sera apresentada
a justificativa pertinente, por escrito. O Gestor do CONVENIO da ITAIPU orientara, por
escrito, as CONVENIADAS sobre quais itens de fornecimentos previstos no Plano de
Trabalho se submetem ao envio de comprovantes da realizacao das cotacoes de precos
junto as Prestacoes de Contas remetidas para a ITAIPU;

m)relacao de bens (adquiridos, produzidos ou construidos com os recursos da ITAIPU);

n) relacao de pagamentos efetuados com recursos da ITAIPU;

o) relacao de pagamentos efetuados a titulo de contrapartida das CONVENIADAS (quando
houver);

p) copias dos comprovantes de todas as despesas realizadas com recursos da ITAIPU; e

q) declaracao de cumprimento das obrigacoes trabalhistas, tributarias, previdenciarias e
legais referente aos empregados, autonomos, estagiarios e bolsistas, nos casos em que
haja pagamentos a pessoas fisicas.

Paragrafo Unico - ldentificada inconsisténcia na Prestacao de Contas Parcial, o gestor da
ITAIPU emitira correspondéncia as CONVENIADAS comunicando: (a) a identificacao das
inconsisténcias; (b) o prazo de 30 (trinta) dias corridos a partir da data de comunicacao
para correcao das inconsisténcias; e (c) que a nao correcao das inconsisténcias no prazo
indicado, podera ocasionar a suspensao das transferéncias.

CAPITULO X
DA PRESTACAO DE CONTAS FINAL

CLAUSULA DECIMA NONA - As CONVENIADAS apresentaro a ITAIPU a Prestacao de Contas
Final, em no maximo 60 (sessenta) dias corridos contados a partir da data de final de
vigéncia deste CONVENIO, contendo, além dos documentos referentes a Prestacao de
Contas Parcial, os seguintes documentos:

a) Relatorio de Cumprimento do Objeto;

b) Parecer Contabil, com assinatura do contador;

c) Termo de Guarda de Documentos;

d) copia deste CONVENIO e aditivos;

e) copia do Plano de Trabalho aprovado e vigente; e

f) copia do termo de instalacao e funcionamento de equipamento (quando houver).

CLAUSULA VIGESIMA - Identificada inconsisténcia na Prestacdo de Contas Final, o gestor
da ITAIPU emitira correspondéncia as CONVENIADAS comunicando: (a) a identificacao das
inconsisténcias; (b) o prazo de 30 (trinta) dias corridos contado a partir da data de
comunicacao para correcao das inconsisténcias; e (c) que a nao correcao das
inconsisténcias no prazo indicado, podera ocasionar a suspensao das transferéncias,
inclusive em outros instrumentos contratuais celebrados entre a ITAIPU e as
CONVENIADAS.
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Paragrafo unico - Transcorrido o prazo sem que as irregularidades/inconsisténcias tenham
sido solucionadas, a Prestacao de Contas Final ndo sera aprovada e sera emitido Aviso de
Débito para a devolucao dos recursos indevidamente aplicados, devidamente corrigidos.

CAPITULO XI
DEVOLUCAO DE SALDOS

CLAUSULA VIGESIMA PRIMEIRA - As CONVENIADAS se comprometem a devolver no prazo
maximo de 30 (trinta) dias corridos apos a conciliagdo de conta vinculada a este
CONVENIO, saldos originados:

a) da nao apresentacao, no prazo exigido, da Prestacao de Contas Final;

b) dos rendimentos de aplicacao financeira (realizada ou apurada) dos recursos recebidos
da ITAIPU, exceto mediante formalizacao de aditamento e essa utilizacao seja
efetivada sob validacdo do respectivo valor pela Area Financeira;

¢) da nao aprovacao da Prestacao de Contas em decorréncia de:

| - inexecucao total ou parcial do objeto pactuado;

II - utilizacao dos recursos transferidos de forma diversa da pactuada;

Il - impughacao de despesas, se realizadas em desacordo com as disposicoes deste
CONVENIO; e

IV - auséncia de documentos exigidos na Prestacao de Contas que comprometa a avaliacao
e analise quanto a boa e regular aplicacao dos recursos.

Paragrafo uUnico - Para eventual devolucao de saldos financeiros a ITAIPU, as
CONVENIADAS deverao entrar em contato com o gestor da ITAIPU, para receber as
informacoes referentes aos procedimentos a serem adotados para a devolucao dos
recursos.

CAPITULO XII
DOS BENS MATERIAIS

CLAUSULA VIGESIMA SEGUNDA - Os bens patrimoniais adquiridos, produzidos,
transformados ou construidos com os recursos oriundos da ITAIPU permanecerdao sob a
guarda e responsabilidade das CONVENIADAS durante a vigéncia deste Instrumento.

Paragrafo primeiro - Findo o presente CONVENIO, observado o fiel cumprimento do
objeto e das obrigacées pactuadas, os bens patrimoniais acima referidos poderao ser
revertidos & BENEFICIARIA, a critério de ITAIPU, desde que solicitado quando da Prestacéo
de Contas Final e, mediante justificativa do gestor do CONVENIO no Parecer Técnico
Conclusivo acerca das atividades e metas realizadas, aprovado pelo Diretor da Area
Gestora.

Paragrafo segundo - Caso verifique-se irregularidades no CONVENIO, os bens patrimoniais
serao automaticamente revertidos a ITAIPU.

CAPITULO XIII )
DA PROPRIEDADE E DIVULGACAO DOS RESULTADOS

JDA.JD 9
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CLAUSULA VIGESIMA TERCEIRA - A propriedade dos inventos, aperfeicoamentos,
métodos, processos, meios de obtencao, produtos, tecnologias, resultados, metodologias
e inovacoes técnicas porventura gerados e desenvolvidos em decorréncia deste
Instrumento serao de propriedade comum dos participes em proporcoes a serem discutidas
caso a caso e formalizadas por meio de aditamento.

CLAUSULA VIGESIMA QUARTA - Os participes se comprometem a submeter ao
consentimento formal do outro, previamente a divulgacdao, quaisquer trabalhos
resultantes da colaboracdo prevista neste CONVENIO, bem como a mencionar
explicitamente a natureza e a proveniéncia da cooperacao recebida.

CAPITULOXIV )
DAS COMUNICACOES ENTRE OS PARTICIPES

CLAUSULA VIGESIMA QUINTA - Todas as comunicacdes entre os participes deverdo ser
feitas por escrito aos gestores designados conforme termos da Clausula Terceira e
protocoladas no ato do recebimento. Quando dirigidas a ITAIPU, deverao ser
encaminhadas a:

ITAIPU - SUPERINTENDENCIA DE MEIO AMBIENTA
Av. Tancredo Neves, 6731
CEP: 85866-900 Foz do Iguacu-PR

Quando dirigidas as CONVENIADAS, deverao ser encaminhadas ao:

FUNDACAO PARQUE TECNOLOGICO ITAIPU - FPTI - BRASIL
Av. Tancredo Neves, 6731
CEP: 85867-000 Foz do Iguacu-PR

UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAO LATINO-AMERICA - UNILA
Avenida Silvio Sasdelli, 1842 Vila “A” Edificio Comercial Lorivo
CEP: 85866-000 Foz do Iguacu -PR

CAPITULO XV
DO ADITAMENTO

CLAUSULA VIGESIMA SEXTA - Este CONVENIO podera excepcionalmente ser alterado por
aditamento.

Paragrafo primeiro - A solicitacao de alteracao formulada pela CONVENIADA que o
propuser devera estar devidamente justificada e ser apresentada no prazo de até 30
(trinta) dias antes do término da vigéncia deste instrumento, a qual sera previamente
apreciada pela ITAIPU e, se aprovada, incorporada ao CONVENIO mediante aditamento ou
relatorio.

Paragrafo segundo - As adequacbes no Plano de Trabalho de natureza meramente
operacional, que nao constituam alteracoes significativas do CONVENIO, poderao ser
realizadas por um Relatorio justificado dos Gestores com a aprovacao do Diretor da Area

Gestora da ITAIPU, conforme modelo disponibilizado pela ITAIPU.
JDA.JD 10
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CAPITULO XVI
DA RESCISAO

CLAUSULA VIGESIMA SETIMA - Este instrumento podera ser rescindido por qualquer das
partes, desde que aquela que assim o desejar comunique as demais por escrito, com
antecedéncia minima de 90 (noventa) dias.

Paragrafo primeiro - O CONVENIO também poderd ser rescindido no caso de
inadimplemento de quaisquer de suas Clausulas, especialmente quando constatadas as
seguintes situacoes:

a) utilizacao dos recursos em desacordo com o Plano de Trabalho;
b) falta de apresentacao das Prestacoes de Contas nos prazos estabelecidos; ou
C) nao aprovacao das prestacoes de contas.

Paragrafo segundo - Ocorrendo a rescisdo deste CONVENIO ficam os participes
responsaveis pelas obrigacoes decorrentes do prazo em que tenha vigido este
Instrumento, bem como se responsabilizando pela conclusao das atividades em
andamento, mediante acordo especifico firmado entre as partes.

CAPITULO XVII
VALOR DO CONVENIO

CLAUSULA VIGESIMA OITAVA - Para todos os efeitos legais, da-se ao presente CONVENIO o
valor total de RS 4.778.267,51 (quatro milhdes setecentos e setenta e oito mil duzentos e
sessenta e sete reais e cinquenta e um centavos), sendo RS 2.387.939,20 (dois milhoes
trezentos e oitenta e sete mil novecentos e trinta e nove reais e vinte centavos)
provenientes da participacdao financeira da ITAIPU, com participacoes economicas da
Fundacao Parque Tecnologico Itaipu - Brasil - FPTI no valor de RS 374.528,31 (trezentos e
setenta e quatro mil quinhentos e vinte e oito reais e trinta e um centavos), e da
Universidade Federal da Integracao Latino-Americana - UNILA no valor de RS 2.015.800,00
(dois milhdes quinze mil e oitocentos reais).

CAPITULO XViIl
DA VIGENCIA

CLAUSULA VIGESIMA NONA - O presente CONVENIO tem vigéncia de 30 meses, contado a
partir da data da sua assinatura.

CAPITULO XIX
DAS DISPOSICOES GERAIS

CLAUSULA TRGESIMA - Os termos e condicdes deste CONVENIO prevalecerdao sobre
quaisquer outros entendimentos ou acordos anteriores entre as partes, verbais ou
escritos, referentes as condicoes nele estabelecidas.

JDA.JD 1
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CLAUSULA TRIGESIMA PRIMEIRA - A omissdo ou tolerancia das partes em exigir o fiel
cumprimento das disposicoes ora pactuadas nao constituira novacao ou rendncia, nem lhes
afetara o direito de exigir, a qualquer tempo, o fiel cumprimento do avencado.

CLAU§ULA TRIGESIMA SEGUNDA - Os casos omissos e/ou situacdes contraditdrias deste
CONVENIO deverao ser resolvidos mediante conciliacao dos participes, a luz da legislacao
e dos regulamentos que regem a matéria, com prévia comunicacao por escrito da
ocorréncia, consignando prazo para resposta e, no minimo, 10 (dez) dias.

CLAUSULA TRIGESIMA TERCEIRA - As CONVENIADAS declaram conhecer e respeitar a
Politica e as Diretrizes de Equidade de Género da ITAIPU.

CAPITULO XX
DO FORO

CLAUSULA TRIGESIMA QUARTA - Fica eleito o foro da Justica Federal, Secdo Judiciaria de
Foz do Iguacu-PR, com renuncia expressa de qualquer outro por mais privilegiado que
seja, para dirimir eventuais duvidas oriundas deste CONVENIO.

E, por estarem assim, de pleno acordo, assinam digitalmente o presente instrumento,
para que produza seus devidos e legais efeitos.

Foz do Iguacu,

P/ ITAIPU:
DIRETOR FINANCEIRO EXECUTIVO DIRETOR FINANCEIRO
P/ FPTI:
DIRETOR DIRETOR
P/ UNILA:
REITOR
TESTEMUNHAS:

1
DET/FE/FD/0177/20
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1. TITULO DO PROJETO

Efeito de micropoluentes na biodiversidade de riachos das microbacias de
entorno do Reservatorio de Itaipu — regiio transfronteirica (BR — PY).
Fase 2: Estabelecendo protocolos de biomonitoramento por meio da integracio de
diferentes niveis da biodiversidade (genético e comunidades) ¢ métodos de estudos
(clissicos ¢ moleculares),

2. PRAZO

30 meses a partir da assinatura do convénio

3. PATROCINIO

Patrocinadores do Projeto Instituigiio

Gen. Luiz I'. K. Carboncll (DC.CD) ITAIPU Binacional (BR)
Miguel Angel Gomez Acosta (DC.CE) ITAIPU Binacional (PY)
Dr. Gleisson A. Pereira de Brito UNILA

Gen. Eduardo Castanheira Garrido Alves FPTI-BR

4. RESPONSAVEL TECNICO PELO PROJETO

Coordenaciio Geral

Responsaveis 1B - BR Simone Frederigi Benassi e Jussara Elias de Souza

Técnicos
IB -PY Ana Carolina Gossen Siani

FPTI-BR  |Rolf Massao Satake Gugisch

UNILA Dr. Cleto Kaveski Peres e Dr. Luiz H. Garcia Pereira

Responsaveis B Fabricio Baron Mussi

Administrativos

FPTI-BR  |[Roll'Massao Satake Gugisch

ste documente foi assinado digitalmente por Rafael Jose Deitos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb.
ara verificar as assinaturas v ao site hitps:fwew. portaldeassinaluras.com.br443 e utilize o codigo 95FB-9FSF-7TF1A-C431.
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5. ALINHAMENTOQ ESTRATEGICO

O desenvolvimento desta pesquisa scra realizado binacionalmente e est alinhado aos
seguintes objetivos estratégicos da Itaipu Binacional:

OE 4. Desenvolvimento sustentivel das dreas de influéncia, considerada as
especificidades de eada pais: garantir que as agdes diretas de ITAIPU em ambos os
paises estcjam alinhadas com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
cstabelecidos pela Organizagio das Nagdes Unidas (ONU), com vistas a melhoria da
qualidade de vida ¢ um desenvolvimento social e econdmico justo, respeitando o meio

ambicnte.

OE 7. Garantir a seguranca hidrica, consolidando o processo de gestio
socioambiental por bacia hidrogrifica: recuperar, conservar e preservar as bacias
hidrograficas e o reservatorio, garantindo a scguranga hidrica, por meio de agdes
permanentes e inlegradas que promovam o uso sustentivel dos rccursos naturais, a
melhoria das condigdes socioambicntais ¢ a melhoria da disponibilidade dc agua

em guantidade e qualidade para os diversos usos.

OFE 8. Fomentar o desenvolvimento social, econdémico, ambiental e cultural na drca
de influéncia, consideradas as especificidades de cada pais: aproveitar a importéncia
estratégica e a forga arliculadora da ITAIPU para promover, em parceria com 0 governos
locais, entidades ndo governamentais e oOrgos internacionais de desenvolvimento,
iniciativas estruturantes para geragio de emprego, renda e bem-estar social em ambos os

paises.

OE 9. Conservar o meio ambicnte e a diversidade biolégica, integrando a
comunidade: recuperar e conservar os bens materiais, realizar pesquisa da biodiversidade
cm areas protegidas, envolvendo a comunidade, criando consciéncia ambiental na
sociedade, promovendo a mudanga no modo de ser, viver, produzir ¢ consumir, buscando
autossuficiéneia alimentar com geraclo sustentdvel de renda e articulando com

instituicdes para criar convénios ¢ compromissos efctivos.

OE 11. Fomentar a pesquisa e a inovagiio para o desenvolvimento energéf.icn ¢

ste documenta foi assinado digitalmente por Rafaal Jose Deitos, Rolf Massao Satake Gugisch & Tatiani Marcanzoni Lamb. 2 A
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teenolégico, com énfase na sustentabilidade: pesquisar e apoiar imiciativas de movagio
tecnologica e de desenvolvimento de fontes de energia renovaveis e limpas, buscando-se

a cficiéncia cnergética ¢ o desenvolvimento sustentavel em ambos os paises.

Quanio ao Planejamento Estralégico da Fundagio Parque Tecnoldgico Itaipu — Brasil

(FPTI-BR), o projeto esta alinhado aos seguintes Objetivos Listratégicos:

M1- Atender As demandas de solugdes tecnolégicas da ltaipu Binacional
Atender as demandas de pesquisa, desenvolvimento e imovagdo tecnoldgica da Ttaipu

Binacional,

M2- Expandir o desenvolvimento de solugdes para a iniciativa privada e a drea
piiblica
Desenvolver solugdes para a inicialiva privada e drea piblica, considerando a geragfo de

receitas, a prospecgfio de novos clientes, os servigos ¢ produtos ofertados.

M3- Atrair e manter agentes da triplice hélice para consolidar o ecossistema de
inovacau

Atrair e consolidar instituigtes dos sctores phblico ¢ privado (agéncias de fomento ¢
financiamento, instituicdes financciras, empresas publicas ¢ privadas, instituictes de
ensine € pesquisa etc.) cujas atividades e interagdes gerem, adotem, importem,
modifiquem ¢ difundam novas tecnologias, sendo a inovagio ¢ o aprendizado seus

aspeclos crucials,

6. APRESENTACAQ

(s resultados obtidos até o momento no projeto Micropoluentes 11 demonstram a
necessidade da compreensfo continuada sobre os sistemas ecologicos e a relagio dos
efeitos causados pela presenga e dispersio de agrotoxicos no meio aquitico. Diante disso,
o presenie projeto o elaborado como uma proposta de continuidade e ampliagio do
monitoramento da biodiversidade de alpas, macroinvertebrados bentdnicos e peixes e a
presenga de agrotoxicos nas dguas dos riachos das microbacias do entorno do

Reservatorio de Maipu — regifio transfronieirica (BR — PY). Além disso, haja vista o

J
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conceito de biomagnificagfio, € possivel que parte dos agrotéxicos sejam bivacumulados
nas espécies aquaticas, levando o interesse na determinagiio desses compostos alvo em
matrizes bioldgicas como o figado de peixe.
O conhecimento da paisagem, screcning, algas, macroinvertebrados e peixes que
serfio agregados, fortalece a geracfio de um panorama ambiental da regifio transfronteirica.
A parceria ITAIPU Binacional, FPTI-BR e UNILA se caracteriza pela geragio
informacécs cientificas de alta qualidade, fortalecendo o monitoramento da qualidade da

dgua e a cooperagio para a gestdo de recursos hidricos da nossa regifio transfronteiriga.

7. JUSTIFICATIVA DA ESCOLHA DAS CONVENIADAS

A UNILA foi fundada em 2010. Uma universidade nova e com uma proposta
difercnciada das demais, objetivando principalmente a integragio dos paises Latino-
americanos através da educagfo. A instituigdo ¢ equipada, desde 2013, com diversos
equipamentos de cromatografia (CG-MS, CG-ECD, HPLC-DAD-FD ¢ dois CG-FID).
Desta mancira, a criagiio de novos projetos para a utilizagfio dos cquipamentos, a criagio
de novas linhas de pesquisa e a continuidade de linhas de pesquisas ja existentes, como o
projeto em questiio, promovem a sustentabilidade cientifica, tecnoldgica e de inovagio da
regifo. Além disso, o presente projeto € também a consolidacio da criac@io de elos entre
a Itaipu Binacional, UNILA e FPTI-BR, visando o atendimento continuo de demandas de
todas as instituigdes para pesquisa ¢ desenvolvimento cientifico, agregando nesta scgunda
fase o monitoramento de micropolucntes e sua relagio com a biodiversidade nos rios, em
diferentes niveis de analise, em ambas as margens do Reservatorio de Itaipu (BR-PY),
fato estc inovador.

A experlise da FPTI-BR na atuagfo e qualificagio prolissional nos difcrentes
niveis académicos propicia o desenvolvimento do projelo em questfio, pois cria melhores
condigies para fortalecimento e fixagdo do conhecimento em nossa regifio
transfronteiriga. Além disso, profissionais qualificados, como quimicos e bidlogos, com
experiéneia na drca do presente projeto atuario de forma expressiva na geragdo e andlise
de dados. Ainda, fungdes administrativas como gerenciamento de aquisicdes e
contratagdes serfio executadas pelo PTL Através do Centro de Competéncia cm
Inteligéneia e Gestdo Territorial (IT.DT) espago técnico-cientifico de colaboradores de

Tlaipu, PTI e Instituigdes colaboradoras exlernas, a inlegragiio de pesquisas em diversas

ste documento fai assinade digitalmente por Rafael Jose Deitos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb. ; 4
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dreas cientifico-tecnologicas € realidade em dreas temdticas chave: territorio, agua, clima,
biodiversidade e energia. Além disso, compete ao [T.DT a organizacio e disponibilizagio
de dados ¢ informag®es, cstatisticas geradas nos projetos vinculados, facilitando o acesso
a informactes e didlogos sobre 0 desenvolvimento da regifio. O projeto prevé ainda
parcerias com outras mstituigdes de ensino como UNESP e UNIP, as quais ja foram
iniciadas no projeto Micropoluentes na BP3 e foram bem sucedidas. A parceria pressupde
troca de conhecimento e a participagfio no projeto de alunos bolsistas em curses de pos-
praduagfo que por ora ainda nfio estdo estabelecidos em nossa regifo ou ainda em dreas
especificas de conhecimento.

Além do impaclo cientilico que os resuliados promoverdo para a regifo
transfronteiriga, existe também o impacto intelectual decorrente da formagfio de pessoas.
Sendo neste caso, nfo somente a formagéo de alunos e também a troca de conhecimento
e experiéncias entre os diversos prolissionais écnicos e académicos de ambos os paiscs
que trabalhario para o desenvolvimento do projeto e interpretagéo dos resultados.

E importante enfatizar que que projetos desta natureza, envolvendo as equipes
técnicas de Itaipu (margem brasileira e paraguaia) e instituigtes académicas descritas
anteriormente, promovem a miegracio e benelicia o manejo ¢ conservagio das aguas do

Reservatorio de Iaipu, as quais unem nossa regifio transfronteirica.

8. INTRODUCAO

O Reservalorio de Haipu estd localizado em uma regifio de fronteira cujo rio
compartilhado (rio Parand) pode ser denominado transfronteirigo. Rios transfronteirigo,
scgundo o Glossario de Termos Referentes & Gestdo de Recursos Hidricos (BRASIL,
2008) corresponde ao rio continuo, comumente empregado como sindnimo de rio
internacional ou rio compartilhado.

Ao compartilhar o rio Parana para a produgio de energia, a Itaipu traz um grande
cxemplo de como duas nagdes podem trabalhar em conjunto para a produgio de energia.
I nesse sentido de compartilhamento que se propdem esse projeto tematico, considerando
que todo 0 uso e ocupacio do solo das bacias de drenagem correspondentes a ambas as

margens desdaguam no Reservatorio de ltaipu (Figura 1).
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Figura | - Mapa com a localizagfo das Bacias de drenagem que desaguam no

Rescrvatorio de Itaipu.

Fonte: Divisiio de Geoprocessamento — llaipu Binacional,
i

Um dos prandes desafios atuais da humanidade se trata do conhecimento da
biodiversidade, a qual é delinida pela variedade e a variabilidade existente entre os
organismos vivos e as complexidades ecologicas nas quais elas ocorrem (BRASIL, 2005;
MARENGO, 2006). Os cstudos atuais demonstram claramente que somente uma pequena
[ragiio da biodiversidade € conhecida ¢ tem sido estudada, o que sc torna bastanle grave,
j4 que vivemos em um periodo de intensa exploragio e degradagéio de recursos naturais
e, logicamenie, muitas espécies estdo sendo perdidas antes mesmo do scu registro
(CHAPIN et al., 1995; CEBALLOS et al., 2015). Neste senlido, existec um esforgo muito
grande de instituigdes do mundo todo em viabilizar trabalhos que enfoquem o
conhecimento da biodiversidade, além de acgdes ¢ projetos para a sua conservagio.

(s ambicntes aquéticos contincntais, apesar de ocuparem menos de 1% da
superficie do planeta, abrigam cerca de 10% de todas as cspécies conhecidas e cerca de
um terco das espécics de vertebrados (STRAYER & DUDGEON, 2010). Assim, a
biodiversidade aquatica representa uma valiosa fonte de recursos naturais e iniciativas
que promovam a sua conservagfo sio indispensdveis, uma vez que a maioria das
atividades humanas esta dirctamente relacionada a tais ccossistemas (DUDGEON et al.,

2006). Entretanto, os impactos antropicos, em diferentes niveis, vém contribuindo para a
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reducio da heterogeneidade ambiental e, consequentemente, levando a redugfio da

diversidade dec espécies, sendo que, os ecossistemas aqudilicos continentais sio

cxtremamente vulneraveis a esses impactos (SMITH & PETRERE, 2000; ALLAN, 2004).

Estudos recentes 18m demonsirado que essa enorme biodiversidade ocorrente nestes
ambientes esld sendo fortemente ameacada (VOROSMARTY et al., 2010), o que vem
levando a redugdo da biodiversidade e homogeneizagio das comumdades aguiticas
(VILAR et al., 2014; ZORZAL-ALMEIDA et al.,, 2017).

Ambientes loticos em particular sfio, de maneira geral, ambientes de aguas
continentais correnles, tendo como exemplos basicos rios, riachos ¢ corregos. O fluxo
unidirecional, a auséncia de estratificacdo térmica, ¢ a alta variagéo das condi¢des fisico-
quimicas ¢ estruturais, tanto espacial quanto temporalmente, adicionado a um efeilo mais
pronunciado da erosdo e de um fluxo mais intenso de nutrientes, conlerem aos ambientes
Ioticos uma notdvel diferenga em relagio aos ambientes lénticos representados por lagos,
lagoas, ele. (MAITLAND, 1978). Considcrando a crescente preocupacfio com a
conscrvagdo de espécies ¢ ambientes, os sistemas 16ticos podem ser considerados muilo
importantes, visto que suas peculiaridades fazem dele um ambiente que abriga uma
enorme quantidade de espécies (ALLAN & CASTILLO, 2007), além de se tornar
essencial em alguma parte do ciclo de vida de muitos outros (GILLER & MALMQVIST,
1998). Além disso, grande parte da agua para o consumo humano provéem deste tipo de
ambicnte ¢, seu enorme confato com a matriz terrestre (bacia de drenagem), possibilita
que os impactos das atividades humanas sejam rapidamente levados para o seu interior.
Neste sentido, dados mostram que aproximadamente 80% da populagiio estd sujcita a
escassez de 4gua em razdo do mau uso dos rios (VOROSMARTY et al., 2010).

Desta forma, a realizacfo de monitoramentos em riachos passa a ser de enorme
interesse para detectar alteragdes em toda a paisagem (BARBOUR el al., 1999) e a
utilizagio do componente bidtico (biomonitaramento de comunidades aquaticas) para
este tipo de estudo ¢ fortemente recomendado ¢ reconhecido pela literatura especializada
(BARBOUR ct al., 1999; Allan & CASTILLO, 2007; NESSIMIAN et al., 2008). Assim,
conhecer e monitorar a biota destes ambienies pode servir como uma imporiante
ferramenta para detectar o efeito do uso e ocupacio diferenciados, além de contribuir com
dados para o plancjamento ¢ gestéo das bacias hidrograficas que os compdem.

Os diferentes organismos que compdem as comunidades de ambientes 16ticos
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variam ao longo de um gradiente espago-temporal (GILLER & MALMQVIST, 1998).
Desta forma, impactos de diferentes origens podem ser regisirados ao longo destes
gradientes investigando sua biota. Ainda nesle contexto, a investigacio de dilerentes
comunidades pode fornecer informagfes ndo visualizadas quando um Gnico tipo de
organismo ¢ observado, de forma que uma abordagem integrada de componentes distintos
da biota pode levar a resultados mais consistentes (BARBOUR et al., 1999). Por exemplo,
o aumenio da disponibilidade de nutrientes ou perda de vegetagdo ciliar podem, muitas
vezes, levar a aumentos expressivos nos valores de riqueza ¢ abundincia para algas
(CHASE, 2010; PERES et al., 2017), enquanto que, para peixes, por exemplo, pode-se
verificar o efeito contririo. Por outro lado, a biodiversidade aquatica vem sendo
negativamente associada a elevados niveis de adigiio de nutrientes, principalmente
quando cles provém de atividades antropogénicas (ZORZAL-ALMEIDA et al., 2017,
WENGRAT et al., 2017). Assim, analises integradas com diferentes representantes da
biodiversidade ¢ de suas relagdes ecologicas se fazem necessarias para revelar padres
complexos de interagfio e [uncionamento deste tipo de ambiente.

Dentro da problemédtica ambiental, a perda de espécies ¢ cxtingdes locais estio
entre os maiores problemas na atualidade. Fssas extingdes locais de espécies t&8m sido
atribuidas, principalmente, 4 perda e fragmentaco de habitats (DONOHUE et al., 2009)
¢ nos ambientes aquAticos contincntais a perda de espécies csta particularmente
relacionada com as atividades humanas desenvolvidas na bacia de drenagem. No entanto,
pouco se conhece sobre outros fatores que possam influenciar a ocorréncia e distribuigio
das espécics nos ecossistemas aqudlicos, como ¢ o caso da presenga de micropolucntes.
Micropoluenies ou Contaminantes Emergentes (CE) sfo termos que definem, de forma
ampla, “qualquer produto quimico sintético ou de ocorréncia natural, ou ainda qualquer
micro-organismo que nio ¢ comumente monitorado, mas tem polencial para entrar no
ambiente com efeilos adversos conhecidos ou suspeitos 4 ecologia c/ou a saude humana®
(UNESCO, 2017). Dentre a lista de substincias xenobioticas consideradas
micropoluentes, os pesticidas lem papel de destaque pela utilizagio em larga cscala.
Dependendo das caracleristicas fisico-quimicas, alguns agrotoxicos sfio facilmente
lixiviados para os ccossistemas aquéticos, podendo alcangar difcrentes niveis troficos da
cadeia alimentar (AMARANTE JUNIOR et al., 2002); outras podem [icar adsorvidas cm
particulas de solo e sedimento (LAABRS et al 2002; POSSAVATZ et al, 2014). Assim,
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estudos que monitoram a biodiversidade e as suas respostas frente a csses contaminantes
passam a ser de enorme intercsse, uma vez que a agricultura estd enire as principais
atividades econdmicas desenvolvidas no Brasil, sobretudo no oeste do Parana e em todo
o territorio do Paraguai. Em termos regionais, os estudos enfocando as respostas da
biodiversidade aquatica frente as concentragbes a serem quantificadas destas substincias
representam uma efapa lundamental para qualquer tipo de abordagem aplicada como os

planos de conscrvagio do patriménio natural, por exemplo ou ainda os scrvigos

ecossistémicos que csta biodiversidade nos prové.

Embora os efeitos dos micropoluentes sejam mais notdveis no nivel das cspécies,
scus impactos também podem ocorrer em  oulros niveis da biodiversidade.
Particularmente, a variabilidade genética ¢ considerada o nivel mais basico de diversidade

biologica e um pré-requisito para a variabilidade de populagdes, espécies e ecossislemas

(PRIMACK, 2014).

8.1 Niveis de diversidade biologica

Inicialmente a diversidade bioldgica era tida como o nimero de espécics que
ocorria em determinado local ou ambiente, Contudo, com o avango das pesquisas, outros
componentes nerentes a diversidade foram sendo reconhecidos e incorporados, tais como

a abundéncia das espécies e as interagdes ceoldgicas, por exemplo (WIITTAKER 1960,

1972).

Neste contexto, a convengdo sobre Diversidade Bioldgica (CDB), realizada pela
Orpganizacio das Nacoes Unidas (ONL) em 1992 (Eco-92), definiu diversidade biologica
como sendo “a variahilidade de organismos vivos de todas as origens, compreendendo,
dentre oulros, os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aqudlicos ¢ os
complexos ecoldgicos de que fazem parte; compreendendo ainda a diversidade deniro
das espécies, enfre espécies e de ecossistemas” (Dias, 2000). A diversidade dentro das
espéeies agui apresentada deve scr cntendida como toda a variagfo existente entre
individuos dec uma populagio e entre populagdes de uma mesma espécie a qual pode ser
designada como diversidade genética. Assim, a diversidade genética foi oficialmente

reconhecida como uma forma de biodiversidade que engloba toda variabilidade
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encontrada dentro de cada espceic (BLGON et al., 2006, MAGURRAN, 2010).
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Desta forma, o estudo da diversidade biologica sc cxpandiu, sendo considerados
diferentes aspectos de sua complexidade. A Fipura 2 mostra, de maneira esquematica, os
diferentes niveis de diversidade biologica. Assim, um ecologo tradicional, pode estudar a
diversidade hiologica focando desde as populag@es de uma determinada espécie alé as
intrincadas interagdcs existentes no nivel do ecossistema. Da mesma forma, com o avango
das técnicas moleculares e o reconhecimento do nivel genético/molecular da
biodiversidade, um ecologo molecular pode estudar os niveis mais basais da diversidade
biologica, que compreendem a variabilidade de genes ¢ alelos exislenles em uma
populagfio ou espécie, mas lambém pode estudar comunidades, ecossistcmas ¢ as
intrincadas relagfes ecologicas, utilizando-se de ferramentas moleculares, que acessam
informagies nfio possiveis aos métodos tradicionais. Desta forma, cada vez mais, andlises
integradas, classicas e moleculares, 18m sido aplicadas na tentativa, com sucesso, de

compreender melhor a diversidade biologica.

Figura 2 - Lisquema simplificado representando os diferentes niveis da diversidade
biologica

Ecossistemas
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Neste sentido, estudos que visam analisar ¢ compreender a biodiversidade em scus

diferentes niveis e de forma integrada mostram-se promissores para a oblengdo de uma
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compreensio mais global e completa da biodiversidade.

. Lste fato sc torna relevante se considerarmos gque os diferenles niveis da
biodiversidade podem responder de forma difcrentc aos cstressores ambicntais tanto no
lempo como no espago. Assim, em ambientes impactados, onde as espécies estio
submetidas aos diferentes estressores ambientais de forma cronica, espera-se que o
primeiro nivel de reposta seja o molecular. Neste nivel, podem haver, dependendo do
estressor, a indugfio de mutagéneses e/ou alteragdes histologicas/fisiologicas, até a perda
de diversidade genética com ou sem a selegfio de variantes mais adaptaveis as novas
condigoes. Tais alteragdes levam 4 diminuigdo do potencial de sobrevivéncia da espécic
podendo acarretar na diminuicio da populagio e alterar as interacdes ecologicas ali pré-
cxistentes. Mantendo-se o estressor, as repostas em nivel genélico acabam por allerar a
dindmica da comunidade, a qual por sua vez, leva a alteragfes no ecossistema local. A
figura 2, representa, de forma esquematica tais relages. Embora, em alguns casos ¢
dependendo do nivel do estressor ambiental, lais alleracdes podem acometer diferentes
niveis de biodiversidade de forma simultinea, em oulros, as consequéneias parecem
seguir a escala presente na l'igura 3, principalmente, quando os estressores sfo mais
iénues, mas estdo presentes de forma continua (exposigio cronica), como € o caso dos
micropoluentes. Com isso, o biomoniloramento nos diferentes niveis da biodiversidade
podem revelar como cada nivel estd respondendo ao estressor e a gravidade do impacto.
Quanto maior o nivel da biodiversidade afetado, maior o impacto e mais complexa e

dificil sua recuperagio.

Figura 3 - Esquema simplificado representando a scquéncia hipotética dos efeitos dos
estressores ambientais nos diferentes niveis da diversidade bioldgica.
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Colocado isso, sdo apresentados, na sequéncia, os diferentes niveis e subniveis da
diversidade biolégica que farfio parte do escopo de andlise do presente projeto. Oplou-se
por apresentar a scquéncia do maior para 0 menor nivel, pois 0s primeiros sdo os mais

¢ldssicos ¢ amplamente aplicados em estudos de biodiversidade e biomonitoramento.

8.1.1 Ecelogia de comunidades — Andlises cldssica e por DNA ambiental (eDNA)

A ecologia de comunidades visa compreender os mecanismos que determinam os
padrées de distribuigfio das espécies, suas abundéincias e suas diversas possibilidades de
interagfio (FIELD et al. 2009, LOGUE et al. 2011). Tais padrdes podem variar conlorme
a escala espacial, sugerindo que diferentes principios podem scr aplicados a diferentes
escalas (LEIBOLD et al. 2004). Iim escala local, geralmente os fatores ambicntais (por
cxemplo, pH, velocidade de correnteza, eic) sfio os principais falores cstruturadores das
comunidades. Entretanto, 4 medida que aumentamos a escala de estudo as variéveis
ambientais locais ja ndio sdo suficientes para explicar a distribuigfio das espécies, pois os
organismos eslio sujcitos a alteragbes na paisagem e aos processos de dispersdo
(SOININEN 2007, PERES-NETO & LEGENDRE 2010). Tais cfeitos espaciais podem
ser acessados utilizando-se informacgdes sobre o uso ¢ ocupagio do solo na bacia de
drenagem c através de coordenadas geogréficas, que atuam como proxies de dispersao
das cspécies (BARTOZEK ct al. 2019).

Outro lema importante em ecologia de comunidades & compreender a diversidade
de espécics ¢ sua organizagio no cspago, através dos niveis alfa, bela ¢ pama de
diversidade em comunidades naturais (WHITTAKER 1960, 1972). Para isso, dentro de
uma abordagem classica sfo amostrados os fatores bioticos (individuos, espécies) ¢
abidticos (varidveis fisico-quimicas, estruturais, da paisagem, ctc) em cada ambiente ou
local de estudo os quais comporiio o banco de dados para as analises acima citadas.

Por outro lado, com o avango das técnicas de biologia molecular, tem surgido uma
gama de ferramentas altamente interessantes para os estudos de biodiversidade, ccologia
de comunidades e biomonitoramento. Dentre estas, tem se destacado, nos ultimos anos,
as técnicas de DNA ambiental (eDNA) associadas ao metabarcoding, comumente
chamadas de eDNA metabarcoding. O eDNA se refere a obiengéo de fragmentos de DNA
a partir da cxtragio de amosiras ambientais, como agua, solo, fezes, dentre outros,

permitindo o acesso a uma gama de informagtes sem precedentes (VALDEZ-MORENO
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et al. 2019). O eDNA sc justifica pelo fato de que todos os organismos perdem células a
todo momento, ficando esse material, incluindo o DNA, no ambiente pelo qual passou
formando um verdadeiro rastro (FICETOLA et al., 2008; BARNES & TURNER, 2016;
VALDEZ-MORENO ct al. 2019; RUPPERT et al. 2019). Ja o metabarcoding se utiliza
de técnicas de sequenciamento de nova peragio (NGS), as quais permitem amplificar por
T‘CR," com o uso de primers universais, e sequenciar milhdes de sequéncias de DNA
presentes em uma amostra complexa (por possuir [ragmentos de DNA de diversos taxons
difcrentes) ¢ aplica ferramentas poderosas de bioinformética para identificar, separar e
quantificar cada scquéncia obtida associando-a a um tdxon em um banco de dados
(RUPPERT etel. 2019).

As vantagens da utilizaco deste método sdo inumeras e suas aplicagfes
extremamente relevantes, Dentre as vantagens, vamos destacar duas: 1. se apresenta
como wm método ndo invasivo e gue requer menor esforco de coleta (RUPPERT et al.
2019; VALDLEZ-MORENO et al. 2019). Os métodos convencionais de cstudos em

biomonitoramento exigem um exlensivo esforgo a campo para coleta do material

biologico (espécies) com amostragens repetidas ao longo do tempo e do espago. Tais
métodos de amostragens tradicionais exigem colcta ativa, instalagio ¢ manuseio de
armadilhas e apetrechos de coleta e a amostragem de uma area relativamente cxtensa,
sendo um método completamente invasivo e que pode causar algum tipo de impacto,
ainda que pequeno, av ambiente amostrado (VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT
ct al.‘Z{Jl 9). Por outro lado, o uso do eDNA, exige apenas que se oblenha, com qualidade,
uma amostra de 4gua, solo, fezes, ctc, na qual existem milhares de fragmentos de DNA
das espécies ali presentes, as quais deixam esse material (rastro) no ambiente
(FICETOLA etal., 2008; BARNES & TURNER, 2016; VALDEZ-MORENO et al. 2019;

RUPPERT et al. 2019). 2. identificacdn de um grande mimero de {dxons em uma mesma

amosira, incluindo _espécies raras. s estudos de ecologia de comunidades e

biomonitoramento, utilizando-se os metodos tradicionais, sfio muitas vezes focados na
comunidade de apenas um grupo taxondmico ou poucos grupos, Como peixes ou aves,
por cxemplo, dado que cada grupo possui particularidades nos métodos de coleta que
devem ser empregados, exigindo um esfor¢o de coleta elevado, como apontado no item

“vantagem 17 (VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT et al. 2019). Além disso, os

mélodos tradicionais dilicilmente amostram a tolalidade de espécies ali presentes,
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principalmente as espécies raras ¢ em pequena abundincia (RUPPERT et al. 2019). Por
outro lado, em uma amostra bem coletada de eDNA, é possivel identificar fragmentos de
DNA de quase todas as espécies ali presentes, incluindo as raras, ¢ de varios grupos
taxondmicos de forma simultaneca, conhecendo assim a composi¢éo de toda a comunidade
& nfio restrita d um Ginico grupo taxondmico (VALDEZ-MORENO et al, 2019; RUPPERT
et al, 2019).

Na amostra eDNA de um riacho, por exemplo, cstio presentes fragmentos de
DNA de peixes, algas, macroinvertebrados, bactérias, fungos, anfibios e de qualquer
outro ser vivo que tenha passado por ali. Além disso, o nimero de sequéncias associadas
a cada tdxon permite ainda quantificar sua abundincia relativa no ambiente (maior
nmimero de individuos, maior niimero de fragmentos de DNA), permitindo-se trabalhar
com os diferentes niveis de diversidade em comunidades naturais, alfa, beta ¢ gama
(VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT et al. 2019). Desta forma, com uma (nica
amostra de eDNA, oblida de forma niio invasiva e com menor esforgo amostral, € possivel
identificar, aplicando-se as técnicas da metabarcoding, toda gama de organismos vivos
ali presentes, dos mais variados tdxons. Tais vantagens e resultados tem revolucionado os
estudos e ecologia de comunidades e biomonitoramento revelando uma gama enorme de
informaces sem precedentes e tempo quase real alavancando os estudos de
biodiversidade, ccologia de comunidades ¢ biomonitamento (VALDEZ-MORENO et al.
2019; RUPPERT et al. 2019).

8.1.2 Diversidade genética

A diversidade genélica aumenta as possibilidades de sobrevivéncia das espécies,
uma vez que [acilita as respostas das populagdes as perturbagbes ambicntais
(TEMPLETON, 2011, REDLEY, 2013). Assim, a diversidade genética constitui um
elemento importante para as espécies, pois rellele as difcrencas adaptativas das
populacdes, sendo que a perda dessa diversidade csta normalmenie associada com a
diminuigio das populagdes, devido, principalmente, ao aumento da endogamia (KELLER
& WALLLR, 2002, TEMPLETON, 2011). Como consequéneia, as populagies
apresentam dificuldades de suportar novos processos de selegfio como os ocasionados

pelas mudangas climaticas c/fou a contaminagio do ambiente, por exemplo
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(FRANKHAM ct al., 2008, TEMPLETON, 2011). No nivel do ccossistema, a perda de
diversidade poderia ter efeitos generalizados em seu desenvolvimento e capacidade de
recuperacio, uma vez que a diversidade genética estd intimamente ligada s lungtes dos
ccossistemas (JOHANNESSON & ANDRE, 2006; REUSCH ctal., 2005). Assim, a perda
da diversidade genctica contida em populagdes adaptadas localmente, pode ser téo
irreversivel quanto a perda de espécies (CARVALIIO & ITAUSER, 1994), pois da mesma
forma que uma espéeie extinta ndo aparecerd novamenle, uma linhagem lambém ndo
(MORITYZ, 2002). De modo geral, a perda ou diminui¢io de diversidade genética é um
dos primeiros indicios de que uma populagio e/ou espéeic possa estar sob amcaga. Assim,
cstudos que visem identificar os niveis de diversidade genética contidas dentro ¢ entre
populagdes sfo fundamentais para auxiliar na definigdo do status de ameacga desses
organismos e entender como essas espécies respondem geneticamente as perturbagbes e
altcracGes ambientais.

Os biomarcadores de diversidade penctica ainda podem ser divididos em dois
grupos, visando buscar respostas distintas e complementares que refletem o potencial de
sobrevivéncia da populagio ou espécie. Os marcadores de evolugiio neutra permitem
avaliar os cfcitos dos diferentes estressores ambientais nos niveis de diversidade genética
das espécies, o qual se correlaciona diretamente ao potencial evolutivo de cada populagéo
¢ em seu potencial de sobrevivéncia, mostrando o quanto se perde de diversidade genética
Irente aos estressores analisados (FRANKITAM et al., 2008, TEMPLETON, 2011). Esses
dados podem ainda, mostrar eventos de reducio populacional (“gargalos de garralas™)
que estas espécies/populaches sofreram ou estdo sofrendo (FRANKHAM et al, 2008,
TEMPLETON, 2011). Por outro lado, os marcadores nfio neutros, ou scja, que estiio sob
pressdo de selegdo, permitem avaliar como cada populago ou espécie responde aos
estressores ambieniais no que se refere a sua "adaplagdo” aos mesmos. Uma vex
identificado tais marcadores, estudos de associagfo, permitem identificar qual ou quais
genes estio sob selecfio e entender quais os efeitos na fisiologia e/ou biologia das espécies
gue podem levar a uma adaptagdo local (FRANKIIAM etal., 2008, TEMPLETON, 2011).

Dentro do nivel genético de diversidade biologica, podemos trabalhar com
diferentes tipos de biomarcadores. Assim, além dos biomarcadores que visam quantificar
a avaliar os niveis de diversidade genética contida dentro e entre as diferentes populagdes,

podemos utilizar também marcadores mutagénicos e histologicos, Estes dois altimos, séo
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amplamente empregados em estudos de ecotoxicologia (VALENT, 1998), pois refletem

de maneira direta ¢ indireta alteragfes efou contaminantes presentes no ambiente.
8.1.3 Mutagénese

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2000) reconhece a
insuficiéneia e ineficicia de respostas diante aos problemas ambicntais desencadeados
pelos micropoluentes, e em alguns casos, a dificuldade dc implantar as agdes necessarias
para evilar possiveis problemas ambientais. As substdncias toxicas (micropoluentes)
apreseniam propriedades persistentes que podem gerar danos ao meio ambicnte e aos
organismos. Estes contaminantes estfio presentes em muitos produtos que sdo consumidos
diariamente, como cosméticos, medicamentos, produtos fitossanitarios, alimentos, agua
e ete. Como o proprio nome sugere $i0 compostos que esldo presentes em niveis trago e
ultra traco e atualmente pouco sc sabe os efeitos desles compostos no ecossistema e para
a satide piblica. No Brasil, os testes de ecogenotoxicidade tém sido empregados desde a
década de 1980, para avaliages ambientais (VALENT, 1998).

Nos tltimos 20 anos, tem sido observado que os testes de toxicidade com
organismos aguélicos constituem uma ferramenta efetiva para avaliagfio dos efeitos de
poluentes sobre os organismos vivos. Estes testes possibilitam uma avaliago dos riscos
bem como da periculosidade dos agentes quimicos, no monitoramento da qualidade da
4gua c no estabelecimento de limites permissiveis de lancamento de efluentes liquidos
nos corpos hidricos (ZAGATTO, 1998). O estabelecimento de protocolos de seguranga
que biomonitorem os ambientes expostos aos agrotoxicos, bem como o desenvolvimento
de protocolos mais eficientes e ripidos para uma andlise in loco sobre as condigles
ambientais é extremamentc necessario.

Andliscs de penotoxicidade sfo wuma alternativa para cxccugdo do
biomonitoamento ¢ os bivindicadores de toxicidade, ou de efeitos adversos, que podem
ser definidos como: “qualquer resposta biologica, ao nivel do individuo ou a um nivel
inferior, a um ambiente quimico, que traduz a cxposigio a esse ambiente”; alteragdes
bioguimicas, fisiologicas e comportamentais incluem-se nesta (W.H.O., 1993; CAPELA,
2001). Atualmente uma das mctodologias utilizadas para avaliar danos causados por

substincias xenobidlicas nos organismos € o Tesle do Micronticleo (MN). Esse tipo de
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teste tem sido recomendado para estudos de biomonitoramento ambicntal, principalmente
por sua capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e de
agentes aneugénicos (segregaco cromossdmica anormal) requerendo, no entanto,
proliferacio ecclular para a observa¢io do biomarcador de cfeito. (FENECH, 2000;
RIBEIRO et al., 2003). Em estudos realizados por Biicker & Conceigfio (2004), o Teste
do MN foi utilizado para biomonitoramento ecotoxicoldgico nos Rios Itajai-Acu e Itajai-
Mirim, no Estado de Santa Catarina-BR. Porto e colaboradores (2005) utilizou o Tesle
MN, nos peixes da bacia Amazdnica, para avaliar a agfio mulagénica de allas
concentracdes de mercirio.

A utilizacdo dos testes de mutapénese, associados as analises extrinsecas e
intrinsecas ecologicas dos ambientes de riachos, possibilitam ter um panorama dos efeitos
ecogenotoxicos causados por micropoluentes e outros estressores ambientais, Por
conseguinte, ¢ possivel desenvolver protocolos de biomoniloramento baseados nas
técnicas de mutagénese, tais como o teste do micronicleo ¢ o ensaio cometa, utilizando
as analises geneticas dos eritrocitos e das branguias como biomarcadores de efeitos da

acdo genoloxica dos agroloxicos na dgua.
8.1.4 Histologin

O uso de diferentes ferramentas de biomoniforamento produzem respostas mais
robustas que corroboram entre $1, € que podem servir de base para um planejamento mais
criterioso das atividades humanas no ambiente.

A contaminagiio cm ccossistcmas pode ser monitorada por agdes de
ecotoxicologia. O termo Lcotoxicologia pode ser definido como o estudo do destino e dos
eleitos de substincias quimicas subr::. os componentes de um ecossistemna, baseado no
emprego de métodos de laboratdrio e de campo (SISISNO & OLIVEIRA, 2013). A biota,
principalmente os animais, podem servir de sentinela para explicar o modo de agdo que
ndo foi identificado em humanos. Por exemplo, as infecgdes oportunistas em mamiferos
marinhos parecem estar relacionadas 4 acumulacfo de bilenilas policloradas, que causam
imunossupressiio (AZEVEDO & CHASIM, 2004). As avaliagdes de toxicidade por
biomarcadores incluem diversas abordagens de analise: seja em nivel molecular,

fisiolégico, histopatoldgico ou comportamental. (RODRIGUES, 2016).
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Alguns organismos, especificamente, vém sendo utilizados em testes de
ecotoxicidade. A sua escolha, baseia-se em inimeros pardmetros, como sua
representatividade no ccossistema a ser avaliado, sensibilidade, facilidade de cultivo ¢
conhecimento da espécie. Para analise de ambientes aquéticos, sfo utilizados,
principalmente, os peixes, quc atuam como bioconcentradores de substincias presentes
em concenlraches muitos reduzidas na dgua (OGA el al, 2008). Os peixes sio
bioindicadores confidveis devido ao fato de ocuparem diversos niveis troficos,
acumularem contaminantes e refletirem impactos a longo prazo, tendo em conta ©
tamanho de seu ciclo de vida (JORGENSEN, 2011).

Orgios como as brinquias e o [igado, por filtrarem e/ou metabolizarem tudo que
¢ ingerido pelos peixes, se lornam orplos-alvos para avaliar os efeilos dos cstressores
ambientais. O figado, por exemplo, devido a sua fun¢io no metabolismo de poluentes e
sua sensibilidade, tem recebido atengfio especial em estudos toxicologicos relacionados &
contaminacio de diferentes espécies de peixes, por agentes quimicos orgénicos e
inorgdnicos. Assim, os cleitos hepatotdxicos dos diversos agentes quimicos podem ser
utilizados como biomarcadores de contaminagfo aquatica (HINTON et al., 1992).

Muitos siio os motivos que justificam o uso do figado como orgdo indicador do
status de sande do peixe e consequentemente do grupo, o que consequentemente reflete
como resposta na qualidade do ambiente aquético ¢ apresenta o figado como um orgdo
chave no metabolismo ¢ armazenamento de metais. Valon et al. (2014) consideram o
figado como o 6rgdo mais importante do corpo realizando inimeras fungdes fisiologicas,
mesmo nio tendo contato direto com os poluentes dissolvidos na dgua. A Histopatologia
¢ um biomarcador que pode revelar os danos que um xenobiotico pode causar no
organismo, tanto no nivel celular quanto no tecido, ¢ que frequentemente tem como
resultado um provavel distirbio no metabolismo celular (MELA et al., 2013).

As andlises histologicas nos ligados podem indicar a ocorréncia de lesdes
histopatolégicas que podem alterar ou até comprometer o funcionamento do drpéo e
assim interferir diretamente em processos [fundamentais para a manutengio da
homeostase dos peixes. As alteragdes no lecido hepatdcito de peixes descritas sobre efeito
de micropoluentes incluem: perda da integridade citoplasmética, perda do limite celular,
deflormacdio nuclear, citoplasma vacuolizado, desorganizagfio do tecido e degeneragio

hidrépica, necrose, nicleos piendticos, acimulo lipidico, decréscimo de glicogénio e
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inflamagdio (SILVA, 2004: RICHARDSON ef al. 2010; ANTUNES, 2013; SILVA, 2015;
CECCON, 2016).

Meste contexto, estudos histopatologicos envolvendo orgfios como brinquias e
ligado, mostram-se olimos bioindicadores da presenca e dos efeilos dos estressores
ambientais no ambiente, configurando uma ferramenta extremamente rclevante em

estudos de monitoramento da qualidade da agua e da satde dos orpanismos ali presentes.
8.2 Algas de ambientes léticos

As algas bentdnicas (presas a substratos) constituem os principais produtores
primarios nos ambicntes [dticos, ja que neste tipo de ambiente os orpanismos planctdnicos
sfio escassos devido a grande movimentagio da agua (LAMBERTI, 1996). Entre as algas
ocorrenies nesses ambientes, podemos reconhecer dois grupos principais, as macroalgas
¢ microalgas, sendo estas (ltimas representadas, principalmente, por diatomdceas. As
macroalgas tém sido investipadas utilizando-se a definigdo de Sheath & Cole (1992) que
define como “tipicamente, macroalgas de riachos séo bentnicas e formam um talo
maduro que ¢ uma estrutura disereta e reconhecivel a olho nu, a identificagio
microscopica ¢ geralmente necessaria e frequeniemente microalgas estio associadas ao
talo™, Assim, muitos trabalhos taxondmicos ¢ ecologicos enfocando estas comunidades
podem ser encontrados na literatura em varias partes do Brasil e do mundo (PERES etal.,
2009; AURICCHIO et al., 2019).

As diatomiceas estdo entre as microalgas com mator abundincia e rigueza nos
ambientes aquéticos (com estimativa de mais de 10 mil espéeies atuais). Este grupo de
algas vem scndo amplamente utilizadas como bioindicadoras da qualidade da d4gua em
varias partes da Europa, Ameérica do Norte, Australia, Asia e Africa do Sul (BATE et al.,
2004), pois algumas espécies sdo muito sensivels ds mudangas ambientais, enguanto
outras sfo tolerantes. O uso das diatoméceas também vem sendo incorporado a programas
de perenciamento, a exemplo do WED - European Council Water Framework Directive
(European Union, 2000), que visa caracterizar as condigdes de releréncia e de quahdade
ecologica de grande espectro de ambientes aquéticos buscando, com isto, estabelecer
medidas mitigadoras ¢ metas de recuperagdo (BENNION et al., 2004; SMOL, 2008).

Lspecificamente sobre o uso de diatomaceas para biomonitoramento no Brasil,
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destacamos o trabalho de Lobo et al. (2016), que visa o uso dec diatomaceas epiliticas
(aderidas a rochas) para o biomonitoramento dos niveis de eutrofizagio de riachos
subtropicais e temperados. Nestc trabalho, os autores ulilizam as espéeies de diatomaceas
para se estimar o Indice Tréfico de Qualidade da Agua (ITQA), que classifica os riachos
cm: oligotroficos (poluigio desprerivel), B-mesosaprobico (poluigdo moderada), o-
mesosaprobico (poluigio forte) ¢ cutrdéfico (poluigdo excessiva), Vale ressaltar que
indices biologicos de qualidade da dgua devem ser adaptados ¢ calibrados para distintas
ecorregides, uma vez que as preferéncias e tolerfncias das espécies podem variar
cspacialmente.

Assim, o estudo dos ambientes aquaticos associando-se andlises fisicas, quimicas
e biologicas constitui base consistente para a avaliagio ccoldgica do ambiente, pois
permitc o conhecimento de condiges da dgua no momento em que sdo feilas as medigdes
(analises fisicas e quimicas) ¢ informag¢des de eleilos mais prolongados (andlises
biologicas), as quais podem refletir estados ndio mais cxistentes no momento da

verificagio (LOBO et al., 2002).

8.3 Macroinvertebrados bentdnicos

A comunidade de macroinvericbrados benténicos de dgua doce € composta por
organismos com tamanho superior a 0,5 mm, portanto, visiveis a olho nu (PLERLZ, 1996).
Os organismos bentdnicos possuem grande diversidade de cspécies, diversas formas e
modos de vida, podendo habitar fundos de corredeiras, riachos, rios, lagos e represas. Em
peral, se situam numa posicio intcrmedidria na cadeia alimentar, tendo como principal
alimentagiio algas e microorganismos, sendo os peixes e outros vertebrados seus
principais predadores (ALLAN & CASTILLO, 2007).

Estes organismos desempenham um importante papel na dindmica de nutrientes,
transformando matéria orgénica em energia (CALLISTO & ESTEVES, 1993). Por outro
lado, a qualidade do habitat é um dos fatorcs mais importantes no sucesso ¢
catabelecimento das comunidades biologicas em ambientes lénticos ou loticos
(MARQUES & BARBOSA, 2001). As comunidades de macroinvertcbrados bentdnicos
geralmente se relacionam com variag@es nas caracteristicas ambientais dos rios. Tais

analises sfo usadas para gerar e testar hipoteses sobre os possiveis fatores que influenciam
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a estrutura da comunidade de rios, e lambém modelar as respostas da biota 4s mudangas

naturais e aniropicas no ambiente (BARBOUR et al., 1999).

Assim sendo, a utilizagio dos insetos aquaticos como bivindicadores de quahidade

de dpgua representa uma importante ferramenta para indicar a magnitude de impactos

ambientais em ecossisternas aguaticos, e ao longo da extensfio de toda sua bacia de

drenagem.

8.4 Ietiofauna de ambientes liticos

Os peixes sdo organismos essenciais nos ambicentes l6ticos pelo seu efeito nas telas

alimentares ¢ pecla conexfio dos mesohabitats destes ambientes (GILLER &

MALMQVIST, 1998). Apesar de ocorrerem nos mais variados ambientes aquiticos, as

caracteristicas peculiares dos ambientes loticos permilem que, nestes ambientes, a

diversidade de peixes seja muito elevada (BOHLKE et al., 1978; LOWE-MCCONNELL,

1987, 1999; CASTRO, 1999; CASTRO et al., 2003; 2004; 2005).

A ictiofauna de dguna doce Neotropical € a mais rica de todo o planeta com 6.000

espécies conhecidas (REIS et al, 2003) e 8.000 estimadas (SCHAEFER,1998). No Brasil

sdo conhecidas aproximadamente 2,600 espécies e inimeras oufras ja rcconhecidas,

porém ndo descritas (BUCKUP et al., 2007). Porém, este nimero tende a aumentar, pois

as amostragens ainda sfo insuficientes e muitas dreas permanecem inexploradas

(LANGEANI et al., 2007; JUNK, 2007; GALVES, 2009), principalmente aquelas que

englobam pequenos riachos e regides de cabeceira que historicamente foram menos
estudados (SCHAEFER, 1998; VARI & MALABARBA, 1998; LANGEANI etal., 2007,
CASTRO et al., 2003; 2004; 2005; GALVES ct al., 2009). Como exemplo, LANGEANI

ct al. (2007) realizaram um inventdrio das espécies de peixes encontradas na bacia do

Alto rio Parand, umas das mais bem estudadas da regifio Neotropical, e encontraram

aproximadamente 50 (15% do total de cspécics) espécies novas. Nesse contexto, cada

novo levantamento tem apontado a presenga de novas espécies, principalmente em

ambientes de riachos. Castro et al. (2003; 2004; 2005), em seus estudos, identificaram

6%, 10% e 15% de espécies novas para riachos das bacias dos rios Paranapancma, Grande

e Parand, respectivamente, ¢ Galves et al. (2007) inventariando as espécies do rio Taquara

(bacia do rio l'ibagi, Parana), identificaram aproximadamente 10% de novas espécies.
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Por outro lado, a grande diversidade de espécies faz com que este seja o grupo de
vertebrados mais ameacado atualmente (DUDGEON, 2006; IUCN, 2016). A lista
vermelha de espécies ameagadas de extingfio de 2016 publicada pela Infernational Union

for Conservation of Nature (IUCN) aponta 7.967 vertebrados com algum grau de amcaga,

dos quais 2.343 sfio peixes (~30%). A lista brasileira de espécies com algum grau de
amecaca de extingdo inclui 409 espéeies de peixes (portarias MMA n® 444 e 445, de 17 de
dezembro de 2014). Porém, esles nimeros s8o subcstimados, pois muitas espécies efou
regides ndo foram analisadas. Dentrc as principais ameagas para a ictiofauna ¢ a
hiodiversidade aquatica como um todo estio: a sobre-exploragio, a poluicio (por
defensivos apricolas e/ou esgoto urbano e industrial), a introdugfic de espécies exdticas
efou invasoras, 2 modificaciio dos regimes hidroldgicos naturais, e a destruicio ou
degradacio dos habitats (DUDGEON, 2006).

Riachos e regides de cabeceira sfo habitados principalmente por espécies de
peixes de pequeno porte (geralmente menos que 15 cm de comprimento padréo), com
distribuiges geopraficas restritas, pouco ou nenhum valor comercial e muito dependentes
da vepetagio riparia para alimentagiio, abrigo e reproducio (BOHLKE et al.,, 1978;
LOWE-MCCONNELL, 1987; 1999). Espéeies de peixes de pequeno porte correspondem
a aproximadamente 50% do total de cspécies de peixes de agua doce descrilas da América
do Sul e seu tamanho reduzido impede a realizagio de grandes deslocamentos, tornando
as populacdes isoladas, o que favorece processos de espeeiagio ¢ cndemismo (CASTRO,
1999). Por exemplo, comparando os levantamentos ictiofaunisticos realizados por Castro
et al. (2003; 2004; 2005) em ambientes de riachos das bacias dos rios Paranapancma,
Grande ¢ Parand no estado de Sfo Paulo verilica-se a existéneia de 14%, 23% e 7% de
cspécies exclusivas para cada drenagem, respectivamente. As espécies de peixes que
habitam tais ambicnies, por serem fortemente dependentes do malerial orgédnico aléctone
importado da vegetagfio marginal para sobreviver (LOWE-MCCONNELL, 1987; 1999;
MENEZES et al., 1990: SABINO & CASTRO, 1990; ARAUJO-LIMA et al., 1995), sdo
fortemente ameagadas por atividades antropicas como o desmatamento, a percolagéo de
pesticidas ¢ fertilizantes associados a atividades agricolas intensivas, a emissio de
cfluentes e a introdugfio de espécies exdlicas (AGOSTINHO et al, 2005). Assim, a
manuten¢io das caracteristicas naturais desses ambientes ¢ imprescindivel devido a

grande dependéncia das cspécics por esses peculiares ecossistemas.
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8.5 Determinacio de agrotoxicos em aguas superficiais

A ocorréncia micropoluentes no ambiente se tornou um problema mundial,
basicamente em [ungfo das inimcras atividades antropicas que coniribuirem com a
contaminagio de praticamente todos os compartimentos ambientais (GAVRILESCL et
al, 2014; SILVA e COLLINS, 2011; GERONIMO et al, 2014). Agrotdxicos, incluindo
os de uso proibido, sio continuamente detectados em dguas superficiais e sublerrineas,
além de seus metabolitos que também sfo biologicamente alivos e podem ser inclusive
mais Loxicos que o composto inicial (GAVRILESCU et al, 2014).

() monitoramento ambiental de agroldxicos ¢ bastante complexo, ndo apenas em
funcio da complexidade da malriz envolvida, mas também em razio das baixas
concentragdes apresentadas (Irequeniemente na faixade pg L ang L),

Em uma compilagdo da presenga de micropoluenies em adgua subterrdneas
realizada por Loos et al (2010) a partir de dados obtidos de 23 paises curopeus, atrazina
¢ seu metabolito desetilatrazina (DEA), simazina, terbutilazina, propazina, bentazona,
diuron, metolaclor e isoproturon foram os agrotoxicos de maior frequéncia identificada
em 20% ou mais amostras, entre outros composios como fdrmacos, plastificantes e
parabenos. A concentragdo méxima de alrazina quantificada no estudo foi 253 ng L'

enquanto que DEA foi 487 ng L),

Figura 4 - Frequéneia de detecgio de micropoluentes em aguas subterrineas a partir do

primeiro estudo pan-Luropeu realizado por Loos et al (2010)
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() risco representado pela presenca desses poluentes em dgua sublerrdnea e,
consequentemente, para as dguas superiiciais € evidente. No Brasil, entre os agrotoxicos
monitorados por Nogueira et al (2012) em dgna superficial e subterrdnea na regido cenlro-
oesle, atrazina foi detectada cm 14% ¢ 11% das amostras coletadas em Campo Verde e
Lucas do Rio Verde, respectivamente, em concentragies que variaram cntre nfio
detectado (abaixo do limite de deleccio da téenica — 200 ng L-1) a 9.3 ng L', Outros
agrotoxicos e suas concentragdes médias foram quantificados nas aguas superliciais: o-
endosulfam (210 ng L"), B-endosulfam (90 ng L), clorpirifos (10 ng L'), malathion (20
ng LY ¢ metolaclor (70 ng L"),

Em um estudo desenvolvido por Ronco ¢ colaboradores (2016) na bacia do do
Prata na Argentina, apenas |15% das amostras apresentaram quantidades deteclaveis de
glifosato pelo método utilizado com média de concentragio de 0,60 pe L1, enquanto que
AMPA ndo foi observado.

Em trabalho descnvolvido na BP3 pelo projeto Micropoluenies fase I, cinguenta
¢ dois agrotoxicos e seis metabdlitos foram detectados empregando GC-QTOF MS ¢ LC-
QTOF MS (DELLA-FLORA et al, 2019). Em relacio a quantificagfio de atrazina e
metabdlilos, lambém desenvolvido no trabalho, atrazina foi detectada abaixo do limile de
quantificago cm alguns pontos em cinco semanas da primeira campanha amostral (entre
janciro ¢ feverciro). Na sexta semana concentracfes entre 0,26 ¢ 0,81 pe L' foram
quantificadas para atrazina e o melabdlito DEA foi detectado. Apenas em uma amostra
coletada apos um episddio de chuva (final de feverciro de 2017) apresentou concentragio
superior a regulada pela CONAMA 357/2005 de 2 pg 1" sendo quantificado 2,89 pg L™
além de DEA e DIA (0,80 e 1,22 pg 17!, respectivamente).

Com base nesses antecedentes, ¢ possivel notar que nem sempre nos locais onde
a presenga de agrotoxicos foi detectada € possivel obier um valor quantitativo devido a
habitual incompatibilidade existente entre a conceniragio das espécics de interesse ¢ a
sensibilidade das técnicas instrumentais disponiveis, mesmo com o emprego de métodos
de extragio ¢ pré-concentragio. Com isso, se torna de exirema importincia,
particularmente quando se objetiva um monitoramento ambiental robustos, rapidos ¢ de
baixo consumo de reagentes e solventes, o desenvolvimento de novos métodos de andlise

de agroldxicos, quer seja pela introducfio de novas técnicas de preparo de amostras quer
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8.6 Determinaciio de agrotoxicos em peixes

O estudo da contaminagdo difusa devido a presencga de agroldxicos é uma larefa
ampla e dificil pois depende de multiplas variaveis como persisténeia, toxicidade,
solubilidade dos composlos e das caracteristicas biologicas, fisicas e quimicas do meio
que se encontram. Além disso, € praticamente impoessivel prever se existem efcitos
sinérgicos quando sc tem a presenca de varios composios de forma simultinea em dgua.
Inevitavelmente, organismos aquaticos cstdo expostos a diferentes agroloxicos ja
mundialmenie detectados nessa matriz. Portanto, sdo necessarios estudos para cntender
suas interagdes da presenga de agrotdxicos com o sistema vivo e estabelecer sua avaliagio
de risco.

A concentragio de contaminantes nos peixes pode relletir o estado de poluigio do
ambiente aquatico pois podem acumular tais micropoluentes dirctamente da dgua ou os
absorver através da sua dieta (BLOCKSOM et al., 2010; KACZYNSKI et al, 2017).

Assim, pesticidas podem ser encontrados em Orgdos e tecidos bioldgicos, como
figado de peixe, especialmente em peixes de nivel trofico superior (bivacumulagio)
(BARBUKHO, 2016; CALDAS etal 2013; GUO ¢t al 2008). Devido a tais caracteristicas,
o figado de peixes pode ser considerado uma matriz adequada para a determinagfio de
agrotoxicos (ASATI et al, 2018; KACZYNSKI et al, 2017; AGBOIIESSI et al, 2015;
BARBUKHO, 2013).

De acordo com estudo realizado por Barbukho (2013) em figado de peixes do rio
Desna e lagos Volzhyn e Cherneche (Ucrénia) o actmulo de agrotoxicos fo1 mais intenso
na primavera, especialmenle em espécies predadoras, para as quais os niveis de
agrotoxicos determinados foram: glifosalo (1,40-2,06 pg/y), carbendazim (0,34-1,97
pg/e), imidacloprid (0,15-1,90 pg/g), bentazona (0,30-1,61 pgfe) e metribuzina (0,56
1,40 pg/g).

Kaczyfiski e colaboradores (2017) evidenciaram a presenga de agrotoxicos em 11
amostras de musculo ¢ 13 amostras de figado de peixe entre peixes que pesavam mais de
1 kg, Os agrotoxicos encontrados foram os herbicidas atrazina ¢ metolaclor e inseticidas

DDT e lindano, todos com concentragdo abaixo do limite de residuo maximo (MRL). Os

Jri,
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autores ainda comentam que a lipofilicidade € a propriedade fisicoquimica com papel
f[undamental na absorgio, distribuiglio, metabolizagio e eliminagdo dos agrotoxicos.
Apesar da atrazina e metolaclor possuirem natureza lipolilica moderada (log P 2,7 ¢ 3,05,
respectivamentc) se comparada com DDT (6,91), a baixa solubilidade em dgua favorece
a adsorgdo por tecido adiposo.

{¢ importante ressaltar que a andlise de residuo de pesticida em peixe € um desafio
devido a baixa concentragiio e ao amplo niimero de compostos que precisa ser monitorado

e quantilicado ecm uma matriz complexa.

9. ESTRUTURA DO PROJETO

O projelo esta dividido em 05 subprojctos. Os trés primeiro subprojetos estéo sob
a responsabilidade de um pesquisador professor (a) doutor (a) da UNILA enquanto que

os subprojetos 4 € 5 sob responsabilidade do PTIL.

Figura § - Estrutura dos subprojetos.!
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10. OBJETIVOS

10.1 Objetive Geral

O presenie projelo € proposto com o objetivo principal de analisar o efeito de
micropoluentes sobre a biodiversidade aquatica em riachos da regifio transfronteirica
(Brasil ¢ Paraguai) ¢ buscar protocolos para o biomonitoramento. Para isso serfo
analisados, de forma inteprada, trés dos mais importantes componentes da biota de
ambientes loticos. Um destes componentes estard representando os produtores primarios
e 0s oulros dois sendo representando pelos consumidores sendo, comunidades de algas
(diatoméceas e macroalgas), macroinvertebrados benténicos e de peixces, respectivamente.
Diferentes niveis da biodiversidade penética (mutagénese, histologia e diversidade
genética) e de comunidades serfo avaliados por metodologias classicas e moleculares em
conjunio com os dados obtidos para a presenca de micropoluentes em dgua e figado de

peixes.

10.2  Objetivos especificos

Como objetivos especificos sfo propostos: 1) contribuir para o conhecimento da
biodiversidade de algas, macroinvertebrados ¢ peixes dos ambientes loticos da repifio; 2)
estimar a quantidade de agrotdxicos selecionados nas amostras de dgua e figado de peixe;
3) analisar os possivels impactos dos micropoluentes na diversidade e composigio de
cspéeics; 4) encontrar espéeies, potencialmente bioindicadoras da presenca de
micropoluentes ¢ outras condigdes ambientais; 5) obter os dados de diversidade genética
de e buscar correlaciona-los com os micropoluentes; &) obter dados de DNA ambiental e

buscar implementar um protocolo de andlise para a regido.

11. METODOLOGIA

1i.1 Detalhamento da proposta

De forma mais detalhada e baseando-se nos resultados promissores da fase 1 do
projeto (2018-2020) pretende-se:

Amostrar mais um ciclo anual (coletas nas trés principais fases do calendario

S
2
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agricola regional) nos 24 pontos de amostragem ji definidos, compreendendo 12 no
Brasil e 12 no Paraguai.

O problema principal a ser investigado serd a relagfio entre mudanga na paisagem
¢ a concentragio de Atrazina (e seus derivados) e Glifosato ocorrentes na dgua, ¢ demais
micropoluentes que serfio quantificados a partir dos resultados da andlise de screening da
fase 1 do projeto, & que estiverem disponiveis neste novo ciclo (dados que seréio obtidos
com a equipe de quimicos do projeto). Os limites de quantificagfio obtidos pelo
desenvolvimento dos métodos serfio os menores permitidos pelo preparo de amostra e
técnica instrumental selecionada, com parantia de valores com cxatiddo e precisio
adequados para tais niveis de concentragéo.

Serd abordada essa problematica através de variaveis resposta de miltiplos niveis
da biodiversidade nos trés principais grupos de organismos aquéticos de ambientes loticos:
Algas perifiticas (dialoméceas ¢ macroalgas), Macroinvertcbrados bentdnicos e Peixes.
Para tanto serfio avaliados trés eixos correspondenies aos diferentes niveis e subniveis da
biodiversidade propostos:

1-No cixo da ecologia de comunidades, serd avaliada a relagfio da concentragio
desses micropoluentes com as diversidades alfa (aumento ou diminuigio de espéeies ¢
ocorréncia de extingdes locais), composicio de espéeies (presenca de espécies
indicadoras ou dominéncia de espécies tolerantes) e diversidade beta (perda ou nfio de
heterogeneidade entre comunidades). Para isso serdo aplicadas duas abordagens: uma
classica, que visa a coleta e identificagfio dos organismos in Joco (permitindo também a
obtencfio de indices de diversidade funcional) e outra molecular, com a aplicagdo da
lécnica do eDNA metabarcoding, que representa uma técnica ndo invasiva e com
potencial de identificagdo dc cspécies raras e da totalidade da comunidade como
apresentado no topico respectivo na introdugfo. Serfio utilizados marcadores universais
para a identificacfio de algas (um ou alguns grupos), macroinvertebrados (principalmente
dos grupos EPT- Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoplera), peixes, além de baciérias ¢
fungos cujas comunidades podem refletir grupos funcionais presentes no ambicnte. Como
resultados potenciais, poderemos compreender os efeitos desses poluentes e das
mudancas ambientais na paisagem ¢ na diversidade desscs grupos e alé chegar a
apresentar potenciais bioindicadores da presenca desses poluentes para uso no

gerenciamento ambiental desses corpos hidricos;

ste documento foi assinade digitalmente por Rafael Jose Deitos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb. 28
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2-No eixo da diversidade genética (ecologia/gendmica de populagdes/evolucéo),
serfio avaliados em grupos de algas, macroinvertcbrados ¢ peixes as modificagbes
gencticas relacionadas com esses micropolucntes. Para isso serio empregados dois tipos
de marcadores: A - os de evolugdo neutra, que permitem avaliar os efeitos de todas essas
variaveis na diversidade genética das espécies, refletindo diretamente no potencial
evolutivo de cada populacdo e em seu polencial de sobrevivéncia, mostrando o quanto se
perde de diversidade penética frentc aos cstressorcs analisados; B - marcadores nfo
neutros, ou seja, sob pressdo de selegfio, com o objetivo de avaliar como cada espécic
responde a esses estressores e se "adaptam” ao0s mesmos. Neste contexto, em comparagio
com a fase | do projeto, iremos estender a andlise para os outros 2 grupos de organismos
(algas ¢ macroinvertebrados) para tracar csses mesmos efeitos nos diferentes niveis
troficos. No caso dos peixes, serd aplicada a abordagem por gendmica de populagdes,
acrescenlando-se mais uma espécie com biologia diferente (temos uma piscivora e uma
herbivora, ambas de [undo; serd analisada agora uma onivora/oportunista (lambari) de
coluna d’agua); ¢ para os outros dois grupos (pelo menos um macroinvertebrado e uma
especie de alga), serfio aplicados apenas os marcadores moleculares neutros e de forma
mais simples, para tragar um perfil inicial das respostas nesses grupos, mas que fornecem
dados suficientes para correlacionar os trés grupos taxondmicos.

3- No cixo ceotoxicologico (histologia e mutagénese), buscaremos reporiar os
possiveis cfeitos toxicos rclacionados 4 presencga destes micropoluentes, por meio da
continuidade do estudo do figado e das brianquias dos peixes colctados. Para tanto, scriam
ncluidas as analises histogquimicas para glicogénio nas duas espécies que ja estio sendo
cstudadas (fase 1) ¢ seria acrescida ainda uma terceira espécie (lambari), para a qual serdo
aplicadas as analises histologicas de figado e brinquias, como lambém a andlise
histoquimica do glicogénio no figado. Desta forma, teremos dados de trés cspécies com
habitos diferentes, sendo uma herbivora/pastadora de fundo (cascudo Ancistrus), uma
carnivora/piscivora de fundo (bagre Hepiapterus) e uma onivora/oportunista de coluna
d’agua (um lambri). No caso da mutagénese, como para os marcadores genélicos, a
analise sera expandida para os outros dois grupos bioldgicos para correlacionar os dados.
Serfio analisados os eleitos (testes de micronicleo e cometa) na espécie de peixe que serd
incluida ¢ sera desenvolvido um protocolo de teste cometa para, pelo menos, uma espécie

de macroinvertebrado aquatico.

ste documenta foi assinado digitalmante par Rafael Jose Deitos, Relf Massao Satake Gugisch e Tatlan! Marcanzoni Lamb. 29
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O foco maior nos niveis iniciais de biodiversidade (mutagénese, histologia e
molecular), sc da pelo fato de que os eleitos podem demorar para aparecer nos niveis
ccoldgicos mais altos (embora sejam cumulativos). Desta forma, nesses niveis basais
podemos identilicar potencias riscos ao ambiente, suas espéeics ¢ até mesmo para a nossa
espécie, em eslagios mais iniciais e com grande polencial de tempo para a aplicacdo de
medidas de recuperagiio/preservagio. Quando os efeitos aparecem nos niveis mais altos,
em geral, significa que os danos ji estio em um esligio avangado ¢, muitas vezes, de
forma irreversivel ou de dificil remediagfio.

Ainda, a determinagdio de agrotoxicos em figado de peixe, de competéncia do P11
emn colaboragio com a UNIT.A, além de verificar a possivel bioacumulagfo nos ambicntes
de riacho, os valores contribuirfio para explicar a menor taxa de quantificagdo dos
agroquimicos selecionados em dgua, apesar da sua identificagdo como suspeitos
(screening). O figado é um 6rgdo considerado crucial para o metabolismo de nutrientes e
desintoxica¢io de substincias nocivas sendo considerado dtimo indicador para o actmulo
de compostos lipofilicos. Além disso, as modificagdes funcionais estruturais e
histologicas investigadas poderdo ser segregadas quanto a presenca de agrotoxicos ¢

possivel efeito causado por estes, ou auséncia de agrotoxicos e efeito da paisagem.
11.2 Area de estudo

A regifio transironleirica (Brasil/Paraguai) proxima ao rescrvatorio de Itaipu
pertence a4 Ecorregifo Florestas do Alto Parand que, por sua vez, estd incluida no
Complexo Mata Atlantica (Di Bitetti et al., 2003). A topografia da regiio varia desdc
areas relativamente planas, com solos profundos, proximas ao rio Parand e a outros rios
principais, em altitudes entrc 150 ¢ 250 m acima do nivel do mar (anm), a planallos
relativamente planos, com altitudes entre 550 e 800 m anm. As areas localizadas entre os
rios principais ¢ o planalto, em altitudes cntre 300 e 600 m anm, tém cscarpas
relativamente ingremes e siio extremamentc cxpostas & erosiio do solo gquando a cobertura
florestal & removida (LIGILR, 2000). Os solos da regifio sdo relativamente ricos em
nutrientes. S#o geralmente profundos e de cor avermelhada, quando préximos aos rios
principais, tornando-se menos profundos e mais pedregosos em maiores altitudes. Existe
orande variacdo de tipos de solos, com alteragiio da lexiura, composi¢iio quimica e acidez
(LIGIER, 2000). A precipitagfio fica na laixa de 1.000 a 2.200 mm por ano, mas nos anos

em que ocorre o fendmeno do El Nifio, o mesmo ocasiona grandes variagdes na

ste documento foi assinado digitalmente por Rafael Jose Deites, Relf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb. 30
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precipitacio anual.

A vegelacio natural da regidio € caracterizada pela floresta estacional semidecidua
(Dominio Malta Atlantica). O conceito ecoldgico deste tipo de vegetagio esta
condicionado pela dupla estacionalidade climatica, que nesta regifio estd ligada com a
scca ‘fisiologica provocada pelo intenso frio do inverno, com lemperaturas médias
inferiores a 15°C. Neste tipo de vepetagdo a porcentagem das caducifélias, no conjunio
[lorestal silua-se entre 20 e 50% (IBGE, 1992). Porém, as variagbes locais no ambientc ¢
no tipo de solo permitem a ocorréncia de outras comunidades de plantas como florestas
de paleria, bambusais ¢ palmitais. Entretanto, a maior parte da vegelacfio natural na regifio
esta degradada e tem sido substituida principalmente pelos sistemas agricolas. Tais
impacios €m colocado em risco eminente a preservagdo ¢ manutencgdo de sua
biodiversidade, ainda pouco conhecida, bem como a bacia como um todo do ponto de

vista hidrico, ambos os quais, patriménios imensurdveis da humanidade.

11.3 Métodos de amostragem

Scriio amostrados os 24 pontos ja definidos no escopo do projelo micropoluentes
e de acordo com as categorias a, b e ¢ ja definidas.

Em cada riacho sera demarcédu um trecho de aproximadamente 50 metros onde
Rarﬁn_mndmidaﬂ as amostragens do material biologico. As amostragens dos organismos
serdo conduzidas sempre em periodos de precipitagiio regular.

As macroalgas scrio amostradas seguindo a téenica da transecio (Sheath & Cole,
1992), onde o material sera coletado através de obscrvacgfio visual com a ajuda de um
balde com fundo de vidro para melhorar a observagio (e.g. Sheath & Cole, 1992; Hu &
Xie, 2006; Peres, 2011). O matenal biologico coletado serd acondicionado em frascos e
fixado em formaldeido 4%, posteriormente serd levado para o laboralorio onde serd
armazenado.

Para amostragem das diatomdceas, de cinco a 10 pedras arredondadas serfio
amostradas de modo a compor a helerogeneidade de cada estaciio amostral. As
diatomaceas serfo raspadas das pedras com auxilio de cscovas de dente ¢ fixadas com
lugol 5% e formaldeido 4%.

Para a colela de macroinverlebrados bentonicos serd utilizado um coletor do tipo

“hand net” (30x30cm), com malha de 500 pm. Serfio subamostrados 10 microhabitats,

ste documento foi assinado digitalmente por Rafael Jose Deitos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb, 31
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com aproximadamenle 1m2 cada um, totalizando uma drea de 10m2 por trecho de rio,
buscando amostrar os principais subsiratos disponiveis para a fauna aquatica (cascalho,
folhas, gravetos, sedimentos finos, etc.) (Barbour et al., 1999). Todas as suhmr;ostras
serfio agrupadas em uma inica amostra composta, representando cada localidade.

A colela dos peixes ocorrera no sentido jusanie-montante utilizando a combinagio
de diversos métodos de caplura como pugas, redes de arrasto € equipamento de pesca
elétrica, visando amosirar a totalidade da ictiofauna de cada ponto de coleta. Os
exemplares coletados serfio fixados em etanol 96%. Cinco exemplares de cada espécie
terfio material biologico retirado (nadadeira ou musculo), o qual serd identilicado e
preservado em etanol absoluto e acondicionados cm freezer -20°C para a montagem de
um banco de lecidos que ficara disponivel para as anilises moleculares.

Pra as analiscs de eDNA mefabarcoding serdo coletadas amostradas de dgua e
sedimento em diferentes pontos do trecho previamente definido, as quais irfio formar uma
amostra composta. As amostras serdio filtradas para concentragiio dos fragmentos de DNA
para posterior extragdo.

Serdo amostradas varidveis ambientais consideradas importantes para esses
organismos como: pH, condutividade elétrica, turbider, velocidade da correnteza,
profundidade, ete. Todas essas varidveis serfio analisadas dec acordo com métodos e

iécnicas reconhecidas e utilizadas em importantes publicagdes da area.

11.4 Determinacio de agrotoxicos em Agua

Os métodos de determinagio de agrotoxicos em agua serfio desenvolvidos no
dmbito do projeto Micropolucntes II (Subprojeto 1). Os analitos scrio selecionados a
partir da compilagio dos resultados qualitativos obtidos pelo screening das amostras
realizado entre 2019 e 2020.

Para as andlises de alrazina e metabdlitos o método jai estd implementado no
laboralério: a extragio ¢ realizada com emprego de cartuchos SPE Oasis® (200mg, 3 mL),
condicionado com 5,0 mL de uma solugio diclorometano: metanol (1:1) e 5. mL de 4gua
deionizada. 200 mI, de amostra de d4gua sfio percolados. O carlucho ¢ seco sob vécuo e
fluxo de nitrogénio. A clui¢dio ¢ seguida com 5,0 ml. de diclorometano: metanol (1:1) e
o extrato seco completamente sob Tuxo 45de nitrogénio. A reconstituigdo € feita com 200

uL de diclorometano e adigio de padrio interno de trifenilfosfato (50 pg L. A anilise
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cromatografica ¢ realizada no  cromatografo  gasoso GC-MS TRACE 1300
(ThermoScientific) com coluna capilar TR-5MS (30 m = 0,25 mm = 0,25 pm), também
da ThermoScientific.

Para atingir maior probabilidade de quantificaciio de glifosato ¢ AMPA, a
detectabilidade do método atual realizado por cromatografia idnica devera ser melhorada.
A melhor alternativa para esse caso € empregar outra técnica cromatografica como a
cromatografia liquida com detecgfio por Muorescéneia e a etapa de derivatizagio das
amostras. O método podera ser adaptado daqueles j4 desenvolvidos pelas bolsistas do
projeto Micropoluentes IT, para a realidade das amostras e equipamentos disponiveis.

Outros agroloxicos de interesse, selecionados a partir do screening, como
metolaclor, imidacloprid, tiametoxan, fipronil, aroxistrobina, entre outros, terfo seus
métodos ainda desenvolvidos. O maior niimero de agrotdxicos passiveis de determinagio
por um mesmo meétodo sera investigado, e os limites de quantificac#o a scr atingidos serfio
0s menos permilidos pela téenica de andlise utilizada.

Acompanhado da determinacfio de agrotoxicos em dgua, a equipe do PTI com
colaboragiio com a UNILA ficard também responsidvel pelas andlises de alguns
pardmetros da qualidade da dgua como determinagfo dec dnions (fluoreto, cloreto,
brometo, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato) e cations (litio, sddio, potassio, amdnio, calcio
¢ magnésio) empregando um cromatdgralo idnico da Itaipu (930 Compact Flex Metrohm)

bem como nitrogénio e fosforo total obtidos pelo método Valderrama.

11.5 Determinacfio de agrotoxicos em figado de peixe

As amostras de figado de peixe serfio obtidas de exemplares de cada uma das trés
espécies a serem coletadas (cascudo Asneistrus, bagre Heptapierus e lambari). Apos
congelamento a -20 °C, as amostras de figado serfio liofilizadas em liofilizador de bancada
Christ (Alpha 1-2 LD Plus) por um periodo de 72h ou até verificagfio de complcta
auséncia de agua. Isto permite um armazenamentio de longo prazo de amostras secas, sem
causar uma mudanga de estado ou perda de propriedades quimicas.

Para a determinagiio de agrotdxicos em figado de peixe, a extragio scra
investigada utilizando o método QUEChERS, desenvolvido por Anastassiades et al. (2003)
para a determinagfio de agrotoxicos em alimentos. O método serd modificado e adequado
para as condigfes e matriz de inferesse. Para tanto, 0,25 a 0,50 g de amostras de ligado L
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de peixe serfio transferidas para um tubo falcon de 15 mL, com adigéio de padrio interno
(atrazina deulerada ou trifenilfosfato) e volume a ser otimizado de acetonitrila. Apos
agitacio manual, a etapa de exiracfo em fase solida dispersiva serd rcalizada com
quantidade conveniente de etilenodiamino-n-propilsilano (PSA) e sulfato de magnésio.
Além das quantidades, serfio avaliadas o emprego de diferentes fases sorventes bem como
extracio na presenga ou auséncia de dgua ¢ solugdes tampio, Outros métodos de extragio
alternativos poderdo ser investigados como dispersiio de fasc solida na matriz (MSPD)
(CALDAS et al, 2013) ou ainda com auxilio de ulirassom.

E imporiantc ressaltar que os dados obtidos para screening utilizaram um
equipamento do tipo UIPLC-QTOF MS que fornece resposia quanto a analitos mais
polares. O equipamento disponivel para realizar analises com mais seletividade € um GC-
MS que possui como caracteristica principal a andlise de compostos pouco polares e
volateis. Diante disso, podem haver algumas limilagdes quanto aos agrotoxicos
inicialmente identificados pela primeira técnica quando ndo sc fem um equipamento

compativel. A principio, o maior nimero de agrolOxicos disponiveis serd investigado.

11.6 Anilise de dados
11.6.1 ldentificacio das espécies

No laboratério, os espécimes de algas, macroinveriebrados ¢ peixes serdo
analisados ¢ identificados com um microscopio/ estereomicrosedpio no menor nivel
taxondmico possivel, ulilizando-sc de literaturas especializadas de cada grupo.

Para andlise das diatomaceas, o malerial orginico serd removido através do
método de oxidagio de Moreira-Filho & Valente-Moreira (1981) utilizando-se
permanganato de potdssio e dcido cloridrico, de modo a permanecer apenas as frastulas
(parcde celular) das dialomaccas. Laminas permanentes scrfio montadas ulilizando-se
Naphrax® como meio de inclusio (IR = 1,73). O cstudo taxondmico serd bascado em
andlise populacional, registrando a variabilidade morfologica dos tixons. A analise sera
realizada ao microscépio optico sempre em aumento de 1000x. Os lixons serfo
identificados em nivel especifico e inlraespecifico, sempre que possivel. A andlise
quantitaliva scrd realizada conforme Battarbee et al. (2001), com contagem dos
individuos em transegies longitudinais nas ldminas permanentes. O limite de contagem

serd determinado pela combinagéio de dois critérios: nimero minimo de 400 valvas em
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cada amostra ¢ eficiéneia de contagem minima de 90% (PAPPAS & STOERMER, 1996),

padronizando, assim, o esforgo de quantificacio e permitindo a comparacio cntre as
comunidades. Os dados quantitalivos serfio expressos em abundincia relativa (%),
conforme recomendado ¢ adotado na grande maioria dos estudos ecoldgicos sobre

diatomadceas.

11.6.2 eDNA metabarcoding

0 eDNA serd extraido de acordo com protocolos disponiveis na literatura ¢ que
serfio testados ¢ adaptados, se neccessdrio, as nossas condiges. Apos a exiragio os
fragmentos de DNA serfio amplificados por PCR com o uso de primers universais para
cada grupo alvo e os produtos de amplificagfio serfio enviados a empresa prestadora de
servigos que procederd a téenica sequenciamento com uso de sequenciadores de nova
geragio (NGS) ¢ o processamento inicial dos dados com [ferramentas adequadas de
bioinformatica. Os dados brutos serfio retornados ¢ sc scguird as analises de ecologia de
comunidades, por meio de pacotes disponiveis no software R, além de outros cspecificos

para drea

11.6.3 Diversidade genética

Para a obtencfio dos dados de diversidade genctica, para a espécie de peixe
selecionada serd aplicada a técnica de gendmica de populagdes. Para isso, serdo
sclecionados de cinco a o1lo individuos, 0s quais terfo do DNA total extraido com uso dc
kits comerciais. O DNA extraido serd quantificado e preparado para envio & empresa
prestadora de servigos a qual procedera a obtengfio e triagem de SNPs. Para as espéeies
de macroinveriebrados e alga selecionada, o DNA total sera cxtraido com o uso de kits
comerciais. Scra amplificado, por PCR, um fragmento parcial de DNA comumente
utilizados em cstudos de populagdes para grupo e que estio disponiveis na literatura. Com
0s marcadores genéticos disponiveis (SNPs ou scquéncia de DNA) serfio oblidos os
indices riqueza alélica e heterozigosidade. Scrfio obtidos também os indices de
estruturagdo ¢ diferenciagio populacional (andlise de varifincia molecular, indices de
fixaglo interpopulacionais (Fsr ¢ Rsy) e [luxo gémco) para a comparacio entre as
populagbes. O programa Arlequin 3.1 (EXCOLFIER et al. 2005) sera utilizado para as

estimativas de variabilidade genética (riqueza alélica ¢ heterozigosidade) ¢ de estrutura
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populacional (andlise de varidncia molecular, indices de fixagfo interpopulacionais (Fsy

¢ Rsr) e fluxo génico).

11.6.4 Mutagénese
11.6.4.1 Teste do Microniicleo Eritrocitos Policromiticos Pisceo (MN)

Para andlise dos micronticleos (MN) serd empregada a téenica descrita por Heddle
(1973), com algumas modificagdes. Imediatamente apds se colelar o sangue do peixe,
utilizando capilares heparinizados, aproximadamente 5 pl. de sangue sera pingado em
uma ldmina de vidro limpa. Em seguida com o auxilio de uma limina serd realizado um
esfregaco. As lAminas serfio secas a temperatura ambiente por um periodo de no minimo
20 minutos. Transcorrido esse periodo, procede-se a fixagio do material, com 1mersio
das ldminas em Metanol por 20 minutos.

Antecedendo a andlise microscdpica, as 1dminas serfio coradas com Giemsa 5%
(MERCK) diluida em dgua destilada, por 8 minutos. ‘Iranscorrido este tempo as laminas
scriio lavadas suavemente com dgua destilada para a retirada do cxcesso de Giemsa ¢
deixadas a tempcratura ambiente para sccar. Apds a secagem as laminas serfio analisadas
ou acondicionadas em caixas proprias, para serem analisadas posteriormente. .

Para o Teste de Micronicleos, serfio coniabilizados 1.000 eritrocitos
policromaticos. Todas as células que apresentarem micronticleos e/ou altcragdes

morfologicas nucleares serfio contabilizadas.

11.6.4.2  Aniilises de Eritrécitos com Laranja de Acridina (LA)

Fstas andlises serdo realizadas segundo a téenica descrita por Ueda ct al. (1992)
com pequenas alteragdes. O sangue coletado serd mantido em tubo eppendorf. Serdo
retirados 20 pl e colocados sobre 8 mesma quantidade de soro bovino fetal previamente
colocado em uma lamina de microscopia. Com o auxilio de uma micropipeta o cortetido
total sera gentilmente aspirado e retornado a ldmina par uma melhor homogenizagdo. Serd
realizado um esfregaco do material com o auxilio de uma laminula. O material serd seco
a temperatura ambicnte por 12h. Posteriormente estas 14minas sero fixadas com Metanol
por 10 minutos. A coloragio serd feita com uma solugfio de LA a 0,003% cm tampdo
Sorcnsen’s pH 6,8. A andlise serd [eila imediatamente, uma vez que estas laminas ndo

podem ser estocadas por muito tempo em fungéo da perda de fluorescéncia da LA. Scrao
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computadas 1000 células de cada ldmina anotando-gse 0 nimero de eritrocitos jovens
(policromaticos) com ¢ sem micronicleos ¢ o de eritrocitos maduros (normocromaticos)

com e sem micronicleos.

11.6.4.3 Ensaio cometa em Eritrécitos Policromiiticos

O ensaio comela serd realizado de acordo com Singh e colaboradores. (1988), com
algumas modificagties. Amostras de eritrécitos policromaticos do sangue serfio coletadas.
Para a coleta se utilizara capilares heparinizados ¢ 25ul de sangue serdo adicionados em
tubos conicos contendo 2ul de heparina e 50ul de Soro fetal bovino (SFB). Para as
andlises dos cometas dos eritroeitos, Sul da mistura (50ul S8FB, 2ul heparina e 25ul de
sanguc) scrio utilizados. Para realizago da técnica de cnsaio cometa, ldminas de vidro
26 x Tomm Knittel® (GlasbearbeitungsGmbH, Alemanha) serfio imersas em solugdio de
agarose NMP (Normal Melting Point) Top Vision™ (Fermentas, Vilnius, Liluinia) a
1,5%, diluida em tampfio PBS livre de Ca**e Mg®* a 60°C, formando, assim, uma pelicula
dec agarosc ¢ mantidas overnight. Cinco microlitros do material (mistura de eritrocitos)
serfio coletados ¢ misturados a 250pL de agarose LMP (LowMelting Point) Top Vision
™ (Fermentas, Vilnius, Litufnia) a 0,8% diluida em PBS livre de Ca*'e Mg*a 37°C. O
volume de 85pL sera transferido para a ldmina pré-coberta com agarose NMP 1.5%. As
laminas com o malerial serfio cobertas com uma laminula e maniida a 4°C por 20 minutos.
Apos este tempo, a laminula serd retirada e a 14mina submersa em solugfio de lise (NaCl
2,5M; EDTA 100mM; Tris-HCI 10mM) por 1 hora. issa solugdo remove o citoplasma e
proteinas nucleares e, para evitar danos no DNA, o procedimento sera executado no
escuro (Colling 2001). Apds a lise, as liminas serdo lavadas em PBS, dispostas em um
cquipamento horizontal de eletroforese contendo uma solugfio tampéo (NaOH ¢ EDTA,
PII > 13,0} e incubadas a 4°C por 40 minutos nesta solugéo.

Apos o periodo de incubacio, serd realizada uma corrida eletroforética a 4°C, em
uma corrente de 25V e 300mA por 20 minutos. Posteriormenie, as ldminas serfio
colocadas em um borel e submersas em uma solugfo neutralizadora (400mM, Tris-HCI
pll 7.5). Em seguida, serdo lavadas em agua destilada por trés vezes em intervalos de 5
minutos ¢ fixadas em dlcool 100%. As liminas serdo acondicionadas em geladeira até
serem coradas com 20pl de lodeto de Propideo (Pl a 4pg/ul.) e visualizadas em

microscopio de fluorcseéneia Carl ZeissAxioScope. Os nueledides serdo analisados com
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aumento de 400X. Serfio analisados 100 nucledides por ldmina, os quais serfio
classificados como 0 (sem danos), 1 (dano minimo) ou 2 (dano maximo) de acordo com
o tamanho da calda. O nimero de nucledides observados por classe serd multiplicado pelo
valor da classe, oblendo-s¢ assim o score do cometa. As andlises estatislicas serdo

baseadas no valor dos scores gerado.

11.6.4.4 Anilise Estatistica

Serd realizada analisc estatistica para verilicagfio do nivel clastogénico associado
ao efeito genotoxico causado pelos micropolucntes. Os resultados serfio analisados
utilizando os testes de varidncia nfio paramétricos para amostras independentes, Teste de
Kruskal-Wallis e o teste de varidncia paramétrico, ANOV A, para amostras pareadas, basc
Teste-T-Student. O nivel de significiincia limite para inferir diferengas estalisticas sera de
5% (p=<0,05). Para tanto, serd ufilizado o software BioEslat versdo 5.0 ¢ software
Instatplus + v3.306.

11.6.5 Histologia

Serfio obtidas amostras de branguias e figado para até cinco cxemplares de cada
uma das irés espécies a screm analisadas, por ponto de coleta. Os tecidos serfo
submetidos a protocolos padries de lixagdo, emblocamento de historesina, corte em
microtomo e coloragiio para montagem das Liminas histoldgicas.

Para cada amostra de figado e brinquia, uma lamina scrd analisada com a escolha
aleatéria de cinco cortes ¢ para cada corte a escolha também aleatdria de uma 4rea de
aproximadamente 10.000 pm?. Todo o processo de andlise das ldminas sc dara as cegas,
onde nio serfo identificados o local de origem (pontos de colela) das amostras, evitando-
se assim um viés lendencioso na analise.

Para a analise das imagens serd utilizado o equipamenio de microscopia de luz
marca Zeciss — modelo: PrimoTech, com cdmera AXION Cam — Zeiss, utilizando-se nas
imagens a ohjetiva 50X e 100X.

Para avaliar os danos nos lecidos, serfio utilizados indices histopatolégicos, em
que se aplicam formulas matemdticas, permitindo assim uma avaliagfio numerica e
comparagdo de diferentes estudos (ZENI, et al, 2016). Para isso, serd adotada,

inicialmente a metodologia proposta por Bernet, ef @l (1999), a qual bascia-sc na
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extensdo e relevancia patologica da alteragfo. Esta metodologia classifica as alteragdes
em cinco “Padries de Reagiio™ Distarbios Circulatorios; Mudangas Regressivas;
Mudangas Progressivas; Inflamagtes e Tumores. Para cada alteragfio encontrada ¢
atribuido um valor conforme seu valor de importancia (1: leve; 2: moderado e 3: marcado)
¢ um valor de ocorréncia conforme a extensdo (score de (0 a 8).

Posteriormente os resultados serfio submetidos a testes estatisticos adequados para
se verilicar a significincia das alleragOes encontradas comparando-se os diferentes grupos

de tratamento.

11.6.6 Analises ecolégicas e integradas

Todas as analises ecoldgicas serfio realizadas no o software R v.3.6.1 (R Core
Team, 2019). O R ¢ um software livre e gratuito que utiliza lingnagem de programacéo
semelhante a C++ Utilizaremos diversas analises exploratorias para visualizar as
caracteristicas e distribuiciio dos dados amostrados, encontrar possiveis outliers e testar a
presenga de multicolinearidade entre as wvaridveis (e.g., andlise de normalidade,
homoecedasticidade, fator de inflagfo da varidncia, correlogramas ¢ box plot).

Para as andliscs ccolopicas, os dados bidticos de peixes, macroinvertebrados e
algas serdo analisados em funcéo de seus valores de diversidade alfa, diversidade beta e
composicio das espécies. A diversidade alfa serd considerada como a nquerza especifica,
Le. 0 nimero de tixons por unidade amostral (MAGURRAN, 2013). A diversidade bela
scrd cstimada a partir da varidncia total da composigfio da comunidade utilizando uma
matriz com as abundancias relativas das espécies transformadas pelo método Hellinger
(LEGENDRE & DE CACERES 2013). Assim, serd estimada a diversidade beta total e
para cada comjunio de nachos definidos. Posleriormente, a diversidade beta serd
particionada cm scus componentes substituicfo de cspéeies (turnover) ¢ aninhamento
(nestedness) de modo a identificar suas contribuices relativas para a diversidade beta
(LEGENDRE 2014). A composigdo das espécies serd analisada com a ordenagio nMDS
(Escalonamento Multidimensional Nao-Méirico) (CLARKE & WARWICK 1994). Além
disso, serd utilizada uma analise dc particiio da varifncia para identificar a contribuigio
relativa dos preditores ambientais ¢ espaciais na estruturacéio de cada assembleia.

Além das andlises dentro de cada grupo de organismos, laremos uma andlise

integrando os grupos para leslar o efeilo de vandveis da paisagem, qualidade da dgua ¢
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estrutura dos riachos sobre a biodiversidade de algas, peixes ¢ macroinvertebrados. Para
tanto, ulilizaremos a andlise chamada de Modelagem de Equagfes Estrulurais (Structural
Equation Modeling- SEM, SIIIPLEY, 2002; LEFCHECK, 2016), analise que tem sido
bastante utilizada para explorar sistemas ccologicos complexos (e.g., GARCIA-
PATLACIOS et al., 2016). Em resumo, a SEM incorpora diferentes modelos 4 analise de
rotas, permitindo avaliar a influéncia de maltiplas varidveis em uma Gnica rede de
causalidade e testar simullaneamentie diferentes hipoteses (LEFCIIECK, 2016). Neste
tipo de andlise as varidveis podem scr definidas tanto como prediloras quanto como
respostas o que nos permite quantificar tanto efeitos diretos quanto indirctos entre as rotas
de ligacio. Alteragtes e inclusdo de outras andlises numéricas poderfio ser incluidas ao

longo do projeto para melhor apresentar os resultados da pesquisa.

11.6.7 Parameltrizaciio dos dados

Diante da geracio de indmeras informagdes relevantes, € crucial a
descentralizagio dos dados para que todos os participes tenham acesso ao conhecimento
adquirido. Dessa forma, o Nucleo de Inteligéncia Territorial (NIT) ficara responsavel pela
parametrizagéio, armazenamento e disponibilizagio da base de dados geradas ao longo do
projeto com o uso de ferramentas como Geonode e NITdocs. Ainda, os dados de campo
podem ser igualmente obtidos a partir da aquisicio por formularios construidos no
Giscloud. A principal vantagem € a disponibilizacfio de informagdes, dados e estatisticas
sobre a realidade ambiental das regides cstudadas, garantindo a discussio sobre o
processo de desenvolvimento do territério € o monitoramento das agbes e projetos que
impactam o desenvolvimento — como o acompanhamento das metas ¢ indicadores dos

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

12. BENEFICIOS

o  Ampliagio da base de dados para algas perifiticas (diatomdceas e macroalgas),
macroinvericbrados bentonicos e peixes coletados na regifio transfronteirica BR-PY em
24 pontos definidas no projeto Micropoluentes 11;

s Ampliagio da base de dados para o monitoramento quantitativo de atrazina e

40
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melabdlilos em dguas superficiais;

¢«  Ampliagio da base de dados ambientais coletados a campo além dos determinados
em laboratdrio;

o Verificagio da variagio das respostas em Tlll:lltipl[fﬂ niveis da biodiversidade dentro
dos trés principais grupos de organismos aquaticos de ambientes loticos;

® Awliagﬁn da ccologia de comunidades com relacdo da concentracdo de
micropoluentes com diversidade alfa, composicio de espécies e diversidade beta em duas
abordagens: classica in loco e molecular;

e Produgio de um protocolo de eDNA para riachos da regido;

e Momioramento de agrotéxicos de outras classes em dgua e em [igado de peixe, para
a verificacdo de bioacumulacio nos ambienies de riacho;

e  Reportar os possiveis eleilos lOxicos relacionados 4 presenga destes micropoluentes,
por meio da continuidade do estudo do figado e das bringuias dos peixes coletados;

* Clonsolidagdo de parcerias com universidades, centros de pesquisa e instituigtes
publicas e privadas;

e Conlinua melhora na gestdo dos rccursos hidricos por meio da ampliagio do

conhceimento regional,

13. PREMISSAS

e As coletas acontecerfio no periodo estipulado para nfo prejudicar os resultados
gerados;

e As atividades serfio execuladas respeitando o cronograma do projeto, que podera ser
replanejado mediante necessidade, cxemplo: problemas climaticos;

e  Sera mantido registros das atividades desenvolvidas, com todos os dados referentes
ao detalhamento do Projeto;

* Ihisponibilidade orgamentaria por todo o periodo do convénio;

e () plangjamento antecipado para as aquisi¢fcs (compra de msumos, cronograma de
viagem, viagens para congresso e eventos relacionados) incluindo a contratagdo de
servigos de terceiros e importagdcs, deve ser respeitada para evitar atrasos;

*  Os equipamentos cstarfio disponiveis para a execugio das andlises:

I
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e (s métodos de quantificacio de agrotoxicos selecionados a partir do sereening serfo

estabelecidos a partir do Micropoluenies 1L

14. RESTRICOES

15.

e Processo de selegiio e a gestdo das bolsas e aquisigiio serdo feitas somente pela FPTI-
BR em consonincia com as descrigies e aptiddes necessédrias ao desenvolvimento do
estudo atribuidas pelos parceiros, respeitando processos e normativas internas;

e  Quaisquer publicagdes que conlenham Informagdes demandam autorizagdo prévia

de ambos 0s parceiros.
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17. MATRIZ DE INTERESSADOS
Nome/Instituigio Deserigio Categoria
Gen. Luiz F. K. Carbonell Diretor Coordenagdo - BR Patrocinador
(DC.CD) (DC.CE) - Haipu
Miguel Angel Gomez Acosta Diretor Coordenacfio - PY Patrocinador
Gen, Eduardo Castanheira Diretor Geral Patrocinador
Garrido Alves — FPTI-BR
Rafael José Deitos — FPTI-BR Diretor Técnico Patrocinador
Dr. Gleisson A. Pereira de Brito Reitor Patrocinador
- UUNILA
Dr. Ariel Scheffer da Silva Superintendente MA.CD/IB sSuperintendente
Waldir Noronha Gierente do Departamenio Gerente
MAR.CD/IB
Irineu Motter Gerente MARR.CD Gerente
Ana Carolina Gossen Siani Gerente MARR.CE ¢ Gerente
Coordenadora téenica PY
Simone Frederigi Benassi - Coordenadora Técnica Geral Gestlora
DC/ATAIPU
Jussara Elias de Souza - Coordenadora 'T'écnica Geral Gestora
DC/ATAIPL {suplente)
Fabricio Baron Mussi - ITAIPU Coordenador Adminmstrativo Gestor / ADM
Roll Massao Satake Gugisch — Coordenador Administrativo Gestor / ADM
FPTI-BR
Dr. Cleto Kaveski Peres - Coordenador Técnico Geral Equipe do
UNILA projeto
Dr. Luiz Henrique Garcia Coordenador T'écnico Geral Equipe do
Pereira - UNILA projeto
Dra. Bianca do Amaral — FPTI- Coordenadora Técnica Geral Equipe do
BR projeto
Ms. Diego Alberto Tavares- Colaborador Lquipe do
FPTI-BR projeto
Natalie Mereira Toyama — FPTI- Colaboradora Equipe do
BR projeto
sle documento foi assinado digitalmente por Rafael Jose Deifos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb. 44
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Caroline TTenn (MARR.CTY) Colaboradora Equipe do
projeto

Cristiane Fiorentin Dotto Veiga Colaboradora Equipe do
projeto

Maria L[Ewva Lopez Vera Colaboradora Lquipe do

(MARR.CLE) projcto

Prof. Pablo Henrigue Nunes Colaborador Equipe do
projeto

Profa. Dra. Gilcelia Aparecida Colaboradora Equipe do

Cordeiro projeto

Profa. Dra. Rafaclla Costa Colaboradora Equipe do

Bonugli Santos projeto

Professores colaboradores: Institui¢io

Prof. Dr. Aurélio I'ajar Tonetto  |UNIP - campus de Jundiai

Prof. Dr. Claudio de Oliveira Instituto de Biociéncias — UNESP

Prof. Dr. Guilherme José da |Instituto de Biociéncias—UNLESP

Costa Silva

18. EXCLUSAO DO ESCOPO

Excluem-se do escopo deste Projeto as acbes e/ou seus desdobramentos cujos
resultados dirctos e/ou indiretos nfo corroboram para a as expectativas. Assim, nido
compde o escopo deste Projeto:
¢ [linanciamento de agdes c/ou solugdes levantadas pelos parcciros, que néo tenham
relagio com objetivos e metas do projelo, salvo se a agio influenciar no aprimoramento
das metodologias e desenvolvimenio do projeto, ou guando houver inleresse entre as

partes.
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19. METAS E ENTREGAS

19.1 Meta 1 - Subprojeto 1: Ecologia de comunidades. Efeitos de
micropoluentes na biodiversidade de algas, macroinvertebrados e peixes de riachos
das microbacias do entorno do Reservatorio de Ttaipu — regifio transfronteirica (BR-

PY)

Principais entregas:

- Comportamento das diversidades alla e beta de algas, macroinvertcbrados e peixes
frente aos agrotoxicos avaliados;

- Variacdo da composiciio de espéeies de algas, macroinvertebrados e peixes Irente aos
agrotoxicos avaliados;

- Potenciais espécies indicadoras da presencga dos principais agrotoxicos avaliados;
19.2 Meta 2 - Subprojeto 2: Biomonitoramento - Estudos com DNA ambicntal
(eDNA) e gendmica e populagdes em riachos das microbacias do entorno do

Reservatorio de Itaipu — regifio transfronteirica (BR-PY)

Principais enlregas:

- Diversidade critica de bactérias, fungos, algas, macroinvertebrados e peixes exislentes
nos riachos da regido;

- Perfil das metacomunidades nos diferentes gradientes de uso e ocupagéo de solo ¢ de
presenga de agroldxicos avaliados;

- Protocolo de anilise de DNA ambiental na regifio para monitorar micropoluentes e
qualidade da agua;

- Resposta das espécies de algas, macroinvertcbrados e peixes detectados em DNA
ambiental frenle aos agrotoxicos avaliados;

- Quais os niveis de diversidade penética e estrutura¢io populacional e como cstas

respondem aos micropoluentes;

19.3 Meta 3 - Subprojeto 3: Mutagénese ¢ Histologia de peixes e
macroinvertebrados de riachos das microbacias do entorno do Reservatbrio de

TItaipu — regifio transfronteirica (BR-P'Y)

ste documeanto foi assinado digitalmente por Rafael Jose Deitos, Rolf Massao Satake Guglsch e Tatiani Marcanzoni Lamb, 46
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Principais entregas:

- Principais alteragdes nos tecidos de figado e brinquias de peixes e associagio com os
ambientes com elevadas cargas de agrotoxicos avaliados;

- Relagbes de quais os indices mutagénicos em sanguc de peixes e tecidos de
invertebrados podem ser relacionadas agroloxicos avaliados;

- Protocolo de andlise de qualidade da 4gua e risco ambiental por ensaios mutagénicos;

19.4 Meta 4 - Subprojeto 4: Determinaciio de agrotixicos em dguas superficiais
dos riachos das microbacias do enforno do Reservatério de Ttaipu — regido

transfronteirica (BR-PY)

Principais entregas:

- Estabelecer ¢ validar protocolo de andlise de agrotdxico em dguas superficiais;
- Apresentar os niveis de concentragdo dos agroldoxicos avaliados;
- Levantamento e determinacio dos principais parimetros de qualidade da dgua (N e P

total ¢ cromatogralia ibnica).

19.5 Meta 5 - Subprojeto 5: Determinaciio de agrotdxicos em figado de peixe de
riachos das microbacias do entorno do Reservatério de Itaipu — regifio

transfronteirica (BR-PY)

Principais entrecpas:

- Selecionar os agrotoxicos para determinacfio em figado de peixe;

- Otimizar um método de extragio bascado em QuEChERS;

- Otimizar um mélodo de determinagéio por GC-MS;

- Estabelecer ¢ validar os métodos analiticos para quantificagfio de agrotéxicos em figado
de peixe;

-Monitoramento da concentragfo quantificada nas campanhas amostrais.

ste documento foi assinade digitalmente por Rafael Jese Dellos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb, 47
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20. PRODUTO FINAL

Ao final do projeto, 0o que preiende-se entregar uma investigagio cicntifica
completa sobre os efeitos de micropoluentes sobre a biodiversidade aquatica em riachos
da regifio transfronteirica (Brasil ¢ Paragnai) e também apresentar os protocolos para o

biomonitoramento.

21. NIVEL DE MATURIDADE TECNOLOGICA (TRL)

Com base na metodologia TRL (Technology Readiness Level), que avalia o nivel
de maturidade tecnologica dos 'pmjet(m, este projeto tem seu inicio no TRL nivel 5
(cinco), sendo que alé sua conclusdo, onde entregara o produto acima descrito, terda

alcangado o TRL nivel 7 (scte).

22. MECANISMOS GERENCIALS DE CONTROLE DE METAS

Para [acilitar a comunicacio ¢ execugiio do projeto a coordenagio geral e lécnica
junto com os coordenadores de cada sub-projeto, realizario reunides trimestrais para
alinhamento das metas e alividades para atendimento dos objetivos. Semestralmente
serdo realizadas reunides com as equipes de cada sub-projeto para dialogar sobre as
pesquisas ¢ o andamento das metas e atividades previstas cronograma,

Ferramentas de gerenciamenio de projelos como o JIRA ¢ Redmine serfo
utilizadas para o acompanhamento do andamento das atividades propostas, juntamente
com os relatérios trimestrais.

Serd utilizada a ferramenta NITDocs para a gestio do conhecimento sociahzando

todos os resultados e relatérios produzidos duranie o desenvolvimento do projeto.

23. QUADRO RESUMO ORCAMENTARIO

INSTITUIGAO ~ VALOR
ITAIPU BINACIONAL — FINANCEIROG R$ 2.387.839,20
FPTI-BR — ECONOMICO R$374.528,31
UNILA - ECONOMICO R$2.015.800,00
TOTAL R$ 4.778.267,51
ste documento foi assinade digitalmente por Rafael Joge Deitos, Rolf Maszao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb, 48
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26. PRESTACAO DE CONTAS

Visto que a cxecugdo do recurso [inanceiro repassado pela ITAIPU
BINACIONAL estard a cargo da FUNDACAQ PTI-BR, a prestagiio de contas serd
entregue alé o 10° dia 0til de cada trimestre 4 ITAIPU, a fim de acompanhar as execucies
da aplicabilidade regular do recurso.

A Prestagiio de Conlas Final serd apresentada até 60 (sessenta) dias corridos

contados a partir da data final de vigéneia do convémo,
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1.2 CONTRAPARTIDA
UNILA 8
Espagos
Laboratorio de Biologia Molecular
Laboratério de Limnologia
Colegdo Cientifica
Laboratério de Mutagénese e Histologia
Laboratorio de Ecologia da Paisagem
Laboratorio de Ciéncias Médicas
Equipamentos
Item ltem Quantidade | Valor Unitirio | Valor total
Termociclador 03 R$ 20.000,00 | R$ 60.000,00
Balanca semi analitica 01 R$ 1.500,00 | R§ 1.500,00
Virtex 01 - RS 800,00 | RS 800,00
Centrifuga mini spin 01 R$ 1.200,00 | R$ 1.200,00
Banho seco 01 R$  1.200,00 | R§ 1.200,00
Agitador magnético 01 R$  1.200,00 | R$  1.200,00
Centrifuga refrigerada 01 R$ 3500000 | R$ 35.000,00
Centriluga microtubos 01 R$ 20.000,00 | R$ 20.000,00
Autoclave 01 R$ 10.000,00 | R$ 10.000,00
E Fonte de eletroforese 03 R$  3.500,00 | R$ 10.500,00
Ll e e 03 |R$ 1.600,00 | RS 4.800,00
= horivontal
ﬂ Cuba de eletrolorese vertical 01 R$ 3.200,00 | R$ 3.200,00
4 |Micro-ondas 01 R$ 400,00 | R$ 400,00
T-E Capela 1 R$  4.000,00 | R$  4.000,00
= | Geladeiras 02 R$  2.000,00 [ R$ 4.000,00
Freezer -80 01 R$ 70.000,00 | R$ 70.000,00
Microscopio com ¢apturade 01 RS 150.000,00 |R§ 150.000,00
imagens
Microscopios dpticos 03 R$ 50.000,00 | R§150.000,00
Lupas 06 RS  5.000,00 | RS 30.000,00
Listufa 01 RS 3.000,00| RS 3.000,00
Sonda multiparimetros 01 R$  25.000,00 | R$ 25.000,00
Horiba =l
Sequenciador de DNA 01 R$ 600.000,00 | R$600.000,00

ste documento foi assinado digitalmente por Rafael Josp Deitos, Rolf Massao Satake Guglsch ¢ Tatiani Marcanzoni Lami.
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Cromat6grafo GC-MS 01 R$500.000,00 | R$500.000,00
Cromatografo HPLC-DAD 0l RE200.000,00 | R$200.000,00
Cromatogralo GC-FID 01 R$100.000,00 | R$100.000,00
Purificador de 4gua ultrapura 01 R$30.000,00 R$30.000,00
TOTAL R$2.015.800,00

FPTI-BR

A contrapartida econdémica da FPTI-BR corresponde a utilizagdo dos

equipamentos listados no Quadro a seguir:

f Valor
Ttem Equipamento Qde unitério Valor total
Destilador de Nitrogénio (BP
021511) 01 R$2.778,26 R$2.778,26
Controlador de temperatura 01 .
(BPV000457 R$826,69 R$826,69
Agitador magnético com 01 ”
‘aquecimento (BPV000456) B3200089 32,0054
Sistema manual de extragfo ¢ pré- 01
concentragio de amostras R%$2.320,04 R$2.320.04
(Manifold) (BP 021512)
E gizlg??;} - Mesa apitadora orbital (BP 01 R$4.095,64 R$4.095,64
S [Cone :::r dor d tras (BP 01
= ﬂgfg;] RREdeAmmsT Y| R$2999,69 | R$2.999,69
E Chapa de aquecimento (BP 024900) 01 R$1.062,88 R$1.062,88
Agitador magnético ¢/ aquecimento 01
z e display digital (BP 24904) R$2.196,62 | R$2.196,62
Digpersador + haste (BP 024902 01
Haste 024903) R$7.373,21 | R$7.373,21
pHmetro de bancada mulliparametro | 01
(BP 024901) R$13.787,39 | R$13.787,39
Bloco microdigestor de Kjeldahl 01
microprocessado (BP 021551) R$2.066,72 R:{}E‘ﬂﬁE,_'?E
Agitador para tubos lipo Vorlex
(BPV000391 e BPV000392) 02 e s R$3.552,06
! TOTAL R545.065,89

Além disso, para atender as necessidades administrativas do projcto, a FPTI-BR

disponibilizard a sua estrulura organizacional, que compreende:

Gestao de compras e licitagdes — apoiara o projeto nas questoes ligadas a compras,

despesas de viagens e de contratos com os fornecedores;

ste documento foi azsinado digitaiments por Rafael Jose Deitos, Rolf Maszao Satake Gugizch e Tatiani Marcanzoni Lamb.
ara verificar as assinaturas va ao site hitps:fewww poraldeassinaturas.com.brid4d e utilize o codige S5FB-BFBF-TF1A-C431.
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s Juridica — gestio de contratos com os fornecedores;

e Infraestrutura, seguranca e servigos — provera infracstrutura da FPTI-BR,
nccessaria para instalagio das equipes e dos equipamentos que scrdo utilizados
pelo projeto ¢, viabilizara a ufilizagio dos espacos rotativos, como salas de
reunides, videoconferéncias cte.

¢ Planejamento e controle — atuard junto ao gerenie e a equipe do projeto para que

0 mesmao seja conduzido segundo a metodologia de gerenciamento de projetos do

PMI (Project Management Institute).

Caistn
Area geslons Déscricin Gritérin da ratalo Unitario
Maonsal

Todal'plo pedcdo
o Projata

5T - Taxa de ceupecda eapago o FTI m? ;
IGT - Depreciagio de apipamenins Hores oia Llikzagad RY 1.048,02 | B3 S1.440,60
I-'Iam,;amamm Canbrola Hara l&grical meesal RS  &HOL00 | RS 20,400, 00
Cuslo com apolo das  |Fifeeslohs, Seprence & Senigos m* R} 1760 [ RS 626,00
Custeio areas Irimesinuturg, SApUENgE & Sendgos Unicdader demarida RS 13,35 [ RS 400,50
{mansal Nxo) Tecnokugia da Infoimagio & Comuncayao mE R$ 454,82 [ RS 13,838,860
g Gasthn dn Pesscas Lnidade (luncicnand A5 1.060,28 | RS EE.HDE, 70
Gastio Coondmica Foanceia Lirear R% 38506 | A5 11,675,860
Zasthe Ecandmice FmBncalra Unitade RS TEE.G1 | RE 2206H,50
JEE Gastaos da ncordo tom 8 asimativa de demarnids R Kt Cusho Tatal pi'o prriada
Araa geslara duraifc 3 execlican do Projnto Griterindla ratalg Lnifario: |_1r_1|1 F'ruEL"iu
Servga da Cenlral dn Valouos Kim roada R 181 [RS [T
|Zarvco de apoio 8 dagens Llnidizdn R3 124,52 [ R A 548,50
infra e Btrullics, eaguranga |Serigas de proiocole LUinidads R 1212 [R% 436,32
] o snrvicos  |Senigos de copa Linidndn RS 22,79 | RS 16.408,50
[Barea de ool bmak Ll RS &27 [ms 1,504,80
[S=rdca e plareiamenio fa projlos fayot) Hora técrica RS 7061 | RS 2 E20,40
Tacnologia da
Infarmagio e Garegas o6 senice daskl Btas di regieto da pregoa Linidarde RE 286,08 | R% 5,204,00
Comunlcagio
Serdcas 96 compras dirles Lhnicharle RE 48T 40 | RE 9.748,00
Custalo Sanico de Compra de peoueng o Lkl RS 254,71 | m% 257,10
: Compras e Licitaphes [Senicas de Foiagio Linkieda A% 4.202.16 | RS 21.460,78
3= |Publicegss da sdtals da licilecio Lnvicliachny R3 6600 | R$ 330,00
|Senigas de impartagfas Linideda RS 1,008,77 | RE 18.087,70
Juridies Senicas consullives. Linideda S 404,56 | RS 202200
|Sardcos de geatlo de conlralos Uniicliacle: RS 393,13 | RS 1,905,685
G“'F:Mm'“ B lceniv de andlise de cusios Hora tderica RS 42,19 | R% 12857
MEE;E’ ® |Senigo de sptic a mertas Déria RS 347,88 | RS 2.087,06
Planejaments & Controle m:r:r‘::’d':m;ﬁ“ ndinlicioloopa o Liiidcke RS T25,EG| RS 725,55

J28.462 42

'O valores acima mencionados se referem apengs a wma memdria de cdiculo
estimada, podendo haver alferagfies durante a execugdo do projeto.

ste documento foi assinade digitalmente por Rafael Joge Deilos, Rolf Massao Satake Gugisch e Tatiani Marcanzoni Lamb. 71
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