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Anexo 1 — Ambiente Marinho
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1 ANEXO 1 - METODOLOGIA GERAL DO AMBIENTE MARINHO - RELATORIO ANUAL 2020
(PMBA/FEST-RRDM)

1.1 MALHA AMOSTRAL

Como estabelecido no Plano de Trabalho do Anexo 1, o monitoramento ecotoxicoldgico foi realizado
sazonalmente (periodos secos e chuvosos) durante o Ano 1 (out/2018 a set/2019) e Periodo de
Transicdo (out/2019 a mar/2020), em 4 campanhas, distribuidas da seguinte forma: campanha 1
(set/out 2018), campanha 2 (jan/fev 2019), campanha 3 (set/out 2019) e campanha 4 (jan/fev 2020).
Conforme definido no TR4 e, posteriormente, na Nota Técnica n°3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, 0
monitoramento marinho contemplou 25 estacdes amostrais, desde regifes proximas a Guarapari/ES
até o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, em Caravelas/BA. O nome e codigo de cada estacao
amostral e sua posicao geografica estdo apresentados na Figura 1 e no Quadro 1. Amostras de agua,
sedimento e biota coletadas nos pontos de amostragem foram realizadas conforme autorizagdo para
atividades com finalidade cientifica emitida em 30/08/2018 pelo ICMBio/MMA (no 64261-1). As
atividades que envolvem captura, coleta e/ou manipulacdo de vertebrados possuem autorizacdo da
Comisséo de Etica em Uso Animal (CEUA) da FURG (Certificados no. Pq015/2018 e no. Pq020/2018).
As amostras coletadas foram processadas e/ou tém testemunhos devidamente armazenadas nos
laboratorios da Universidade Federal do Rio Grande - FURG (Rio Grande, RS), Universidade Federal
do Espirito Santo - UFES (S&o Mateus, ES) e Universidade Federal Fluminense — UFF (Rio de Janeiro,
RJ).
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Quadro 1 - Esta¢g6es amostrais marinhas do Anexo 1 do PMBA/FEst-RRDM e respectivas posi¢des geografica (latitude e

longitude) em UTM Sirgas 2000. APA: Area de Protecdo Ambiental; Revis: Reflgio de Vida Silvestre; Resex: Reserva

Extrativista; ARIE: Area de Relevante Interesse Ecoldgico.

COORDENADAS UTM

~ CODIGO
NOMAEM[;A;;?_CAO DA ) UNIDADE DE CONSERVACAO (datum SIRGAS 2000)
ESTACAO LATITUDE LONGITUDE
Guarapari 1 GUA1 APA de Setiba 7723667,77 355156,85
Guarapari 2 GUA2 APA de Setiba 7719405,95 357393,32
Vitoria 1 VIX1 - 7759040,18 373370,92
Vitoria 2 VIX2 - 7755589,67 378037,01
Costa das Algas 1 CAl Revis Santa Cruz 7790616,41 384042,73
Costa das Algas 2 CA2 Revis Santa Cruz 7787276,74 391745,12
Costa das Algas 3 CA3 APA Costa das Algas 7791153,28 404234,57
Costa das Algas 4 CA4 APA Costa das Algas 7787200,53 401010,39
Costa das Algas 5 CA5 APA Costa das Algas 7771576,57 411733,92
Foz do Rio Doce 1 FRD1 - 7826708,46 417558,23
Foz do Rio Doce 3 FRD3 - 7819938,12 422768,53
Foz do Rio Doce 6 FRD6 - 7832036,66 427720,85
Foz do Rio Doce 8 FRD8 - 7805922,41 407208,69
Foz do Rio Doce 9 FRD9 - 7842923,74 428268,74
Foz do Rio Doce 10 FRD10 - 7814269,72 399458,35
Barra Nova 1 BN1 - 7903774,11 435969,74
Barra Nova 2 BN2 - 7903846,12 462242,81
Degredo 1 DEG1 ARIE do Degredo 7864891,21 429405,3
Degredo 2 DEG2 - 7856730,3 451968,3
ltalinas 1 ITAL1 Parque Estadual de Italinas 7964547,9 430449,2
Itainas 2 ITA2 - 7956840,44 463552,34
Abrolhos 1 ABRO1 Resex de Cassuruba 8017006,73 475936,13
Abrolhos 2 ABRO2 Parque Nacional Marinho de 8010704,39 532065,56
Abrolhos
Abrolhos 4 ABRO4 APA Ponta da Baleia/Abrolhos 8022616,67 525452.,4
Abrolhos Controle 1 ABRC1 - 8072874,16 498657,66
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Figura 1 - Mapa da malha amostral marinha monitorada pelo Anexo 1 do PMBA — Fest/RRDM. A nomenclatura das
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estacdes amostrais e as respectivas coordenadas geograficas encontram-se descritas no Quadro 1.
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1.2 COLETA DE AMOSTRAS DE AGUA

As coletas de agua foram realizadas utilizando-se uma garrafa horizontal do tipo Van Dorn. Em todas
as estacdes amostrais foram coletadas 6 amostras de agua (3 amostras de superficie e 3 amostras de
fundo; 50 mL de cada amostra) para a andlise das concentracfes de metais totais e 6 amostras (3
amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada amostra) de agua filtrada (filtro de 0,45
pum de malha) para a analise das concentragdes de metais na fracé@o dissolvida. Imediatamente apds a
coleta, aliquotas das amostras para a determinagao das concentracdes totais e dissolvidas de metais
foram acidificadas com &cido nitrico Suprapur® (HNOs, concentracdo final de 1%) e mantidas
refrigeradas. Nas amostras de agua foram analisados os seguintes elementos: Arsénio (As), Cadmio
(Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg), Zinco (Zn),
Niquel (Ni) e Aluminio (Al), sendo que estes dois Ultimos passaram a ser analisados a partir do Periodo
de Transicdo (campanha 3 - set/out 2019 e campanha 4 - jan/fev 2020). Por apresentar caracteristicas
quimicas intermediarias entre metais e ndo metais, o Arsénio é classicamente classificado como um
elemento do grupo dos metaloides. Entretanto, este elemento apresenta um comportamento
toxicologico muito semelhante aos elementos metalicos. Por esta razéo, para fins do presente relatorio,
o elemento Arsénio foi considerado dentro do grupo dos metais para as analises integradas.
Adicionalmente, amostras de agua foram coletadas para frascos de diferentes volumes e,
imediatamente, congeladas (-20° C) para uso nos testes de toxicidade.

No momento da coleta das amostras de 4gua na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, foram
realizadas as medidas da temperatura, condutividade elétrica, salinidade, pH e oxigénio dissolvido,
utilizando-se uma sonda multiparametros (Y SI Professional Plus).

1.3 COLETA DE AMOSTRAS DE SEDIMENTO

Em todas as esta¢gBes amostrais utilizadas para a coleta de dgua foram coletadas, também, amostras
de sedimento com auxilio de draga do tipo Van Veen. Em cada local de amostragem foram coletadas
4 amostras de sedimento. As amostras foram abertas em caixas plasticas, buscando-se gerar um
minimo de perturbacdo na superficie do sedimento e fotografadas imediatamente apés a coleta, a fim
de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a analise de metais, as amostras foram
coletadas, com o auxilio de espatula de plastico, raspando-se apenas os primeiros centimetros (0 - 5
cm) da amostra de sedimento, obtendo-se, assim, apenas o sedimento superficial. Foram coletados,
aproximadamente, 50 g de sedimento, e as amostras foram armazenados em frascos plasticos
descontaminados e mantidas congeladas até o momento das andlises. Em todas as amostras de
sedimento foram analisados os seguintes elementos: Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre
(Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg), Zinco (Zn), Niquel (Ni) e Aluminio (Al),
sendo que estes dois Ultimos passaram a ser analisados a partir do Periodo de Transi¢cdo (campanha
3 - set/out 2019 e campanha 4 - jan/fev 2020). Adicionalmente, amostras de sedimento foram coletadas
para frascos de diferentes volumes e, imediatamente, refrigeradas (<10° C) para uso nos testes de
toxicidade.
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1.4 COLETA DE AMOSTRAS DE BIOTA

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos biolégicos decorrentes da contaminacdo da agua e
sedimento por metais/As e consequente acumulacdo nos organismos de diferentes niveis tréficos e

diferentes habitats, foram realizadas coletas de organismos tipicos das regiées monitoradas.

No caso dos pontos amostrais localizados na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, sempre que
possivel, coletou-se o0s seguintes organismos: fitoplancton (coleta com rede de fitoplancton);
zooplancton (coleta com redes de zooplancton); macrocrustaceos (coleta com rede de arrasto ou
armadilha); peixes (coleta com redes de arrasto, emalhe ou outra arte de pesca). As espécies de
macrocrustaceos incluiram o camaréo-rosa (Farfantepenaeus paulensis ou F. brasiliensis) e o camarao
sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri). Por sua vez, as espécies de peixes previstas incluiram o roncador
Conodon nobilis, a pescadinha Cynoscion sp., 0 peroa Balistes capriscus e o linguado sem mancha
Paralichthys sp. Todavia, diante da impossibilidade de coleta destas espécies de peixes, previstas no
TR4, em todos os pontos amostrais e/ou em nimero amostral minimo, necessario para as analises de
bioacumulacdo e respostas de biomarcadores, substituiu-se as mesmas por outras que ja foram
coletadas e analisadas nas 5 expedicGes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas
pelo ICMBio (jan/2016 - fev/2018) na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Para o Periodo de
Transicdo (campanha 3 — set/out 2019 e campanha 4 — jan/fev 2020), as listas completas de espécies,
incluindo o nome cientifico, nome popular e nimero de individuos coletados em cada estacdo amostral
sdo apresentados como resultados nos Quadros 1 e 2 do Material Suplementar AIMS2. Para a regido
de Abrolhos, especificamente, foram coletados corais da espécie Mussismilia harttii e hidrocorais da
espécie Mussismilia harttii, de forma manual por mergulho, seguindo procedimento realizado nas 5
expedicbes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBio (jan/2016 -
fev/2018) na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Exemplares de poliquetas e moluscos ndo
foram coletados em todas as campanhas do Anexo 1 devido a dificuldades metodoldgicas durante a
coleta, considerando que os invertebrados benténicos de fundo inconsolidado dessas localidades sao
pequenos e sua triagem requer uso de lupa e uma triagem minuciosa do sedimento. As condi¢des da
embarcacdao, logistica relacionada ao volume do sedimento a ser triado, biomassa minima de cada
grupo (poliqueta, moluscos, etc) necessaria para analise de metais e biomarcadores, além do fato de
gue essa triagem deveria ser conduzida de forma muito rapida e controlada, com troca de agua do local
e controle de luz e temperatura para evitar alteracdes nos biomarcadores bioguimicos, inviabilizam a
coleta de invertebrados bentbnicos concomitante com as demais atividades diarias previstas, e nas
condicdes atuais de logistica. Cabe mencionar que estes organismos ja ndo haviam sido encontrados
com biomassa e condi¢Bes adequadas para andlise de biomarcadores nas expedi¢cdes anteriores ao
PMBA — Fest/RRDM.

A coleta para as analises de metais nas amostras dos organismos da foz do Rio Doce e regido marinha
adjacente, em cada ponto do monitoramento, foi realizada, considerando-se: a decisdo da Camara
Técnica de Biodiversidade (Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0) em adotar um numero
reduzido de exemplares de crustdceos e peixes dulcicolas e estuarinos para as andlises das

concentracdes de metais e dos biomarcadores; a necessidade, para fins de analise e modelagem
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estatistica, de balanceamento entre o ndmero de amostras a serem analisadas nos diferentes
ambientes (dulcicolas, estuarinos, marinhos, praias e manguezais); a viabilidade de aplicacdo de
modelos estatisticos empregados em ecotoxicologia; bem como, os resultados positivos obtidos com o
ndamero amostral ja utilizado anteriormente nas 5 expedicdes de pesquisa e monitoramento
ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (jan/2016 - fev2018) na foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente. Sendo assim, adotou-se 0s seguintes niumeros amostrais: fitoplancton (5 amostras por ponto
de coleta, sendo cada amostra constituida por pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duracao
entre 10 e 15 min); zooplancton (5 amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida por
pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duracéo entre 10 e 15 min); hidrocorais (6 fragmentos
de Millepora alcicornis por ponto de coleta); corais (6 fragmentos de Mussismilia harttii por ponto de
coleta); macrocrustaceos (6 individuos por ponto de coleta e por espécie); peixes (6 individuos por
ponto de coleta e por espécie, quando possivel). Para cada amostra obtida para as analises das
concentracdes de metais nos organismos marinhos, conforme descrito acima, foi também coletada uma
duplicata da mesma amostra para as analises de biomarcadores nestes organismos. Apos a biometria,
os crustaceos foram adequadamente anestesiados. Logo apés, coletou-se a hemolinfa de cada
individuo e dissecou-se os organismos para coleta de musculo, branquias e hepatopancreas. Por sua
vez, os peixes, que também foram adequadamente anestesiados, tiveram seu sangue coletado e, apos

eutanasia, foram dissecados para coleta de musculo, branquias e figado.

Todas as amostras biolégicas foram acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos com
acido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. Estas amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e seguiram para o transporte para o laboratério, onde mantiveram-se
congeladas em freezer comum (-20 °C) até o momento das analises de metais. Nestas amostras,
analisou-se o0s seguintes elementos: Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr),
Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg), Zinco (Zn). Assim, como para as amostras de agua e
sedimento, a partir do Periodo de Transicdo (campanha 3 — set/out 2019) os metais Niquel (Ni) e
Aluminio (Al) também passaram a ser determinados nas amostras de biota. Da mesma forma, as
amostras dos organismos coletados para as analises de biomarcadores foram acondicionadas em
tubos criogénicos e congeladas em nitrogénio liquido (em campo) e apds serem transportadas para o
laboratério foram mantidas a -80°C para posterior anélise de biomarcadores de exposicao e de efeito.
Realizou-se as andlises dos biomarcadores em tecidos especificos dos organismos, considerando-se

a natureza de cada biomarcador, conforme detalhado mais adiante.
1.5 AVALIACAO DA MICROBIOTA NA AGUA, SEDIMENTO E CORAIS

O monitoramento da comunidade microbiana total em amostras de 4gua, sedimento e associada aos
corais foi coletada utilizando-se triplicatas em cada ponto de coleta. As coletas para a avaliagdo
microbiolégica foram realizadas nos 25 pontos de amostragem na foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente. Por sua vez, amostras de corais dos quatro pontos de monitoramento na regiéo de Abrolhos,
incluindo um recife-controle (ABRC1 — ver Figura ldeste documento), fora de possiveis rotas de
disperséo dos sedimentos também foram coletadas. A analise da microbiota total em amostras de agua,

sedimento e associada aos corais, deu-se através da extracdo do DNA total, utilizando o PowerSoll
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DNA isolation kit (MoBio, USA), e posterior sequenciamento de DNA, utilizando-se sequenciadores de
nova geracao. As leituras foram geradas e processadas, utilizando o programa Mothur v.1.33. A analise
das sequéncias obtidas permitiu a avaliagdo do core microbiano e 0os microrganismos presentes nas
diferentes amostras, nos diferentes pontos e nas diferentes campanhas, correlacionando
estatisticamente os resultados de diversidade microbiana obtidos com as demais analises realizadas
no programa de monitoramento. Essa avaliacdo € importante ndo apenas para indicar possiveis
alteracdes ambientais temporais e/ou pontuais, como ainda para apontar bioindicadores microbianos
especificos da presenca de metais nas diferentes areas amostradas, que podem ser rastreados em

areas adjacentes.

1.6 ANALISES DAS CONCENTRAGOES DE METAIS E ARSENIO NAS AMOSTRAS DE AGUA,
SEDIMENTO E BIOTA

A analise das concentracdes dos elementos Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu),
Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg), Zinco (Zn), Niquel (Ni) e Aluminio (Al) nas
amostras de agua, sedimento, invertebrados (individuos inteiros ou tecidos) e peixes (tecidos) foram
realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrémetro de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua. Por sua vez, realizou-se a analise da concentracdo de Hg nestas
amostras pelo método de vapor frio, utilizando-se um espectrometro de absorcao atdmica (AAS) ou de
fluorescéncia atémica (AFS; Mercur; Analytik-Jena). Para as analises de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn, Ni e Al as amostras de agua filtradas e nao filtradas oriundas dos pontos amostrais da foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente foram dessalinizadas, a fim de minimizar um possivel "efeito matriz"
associado as altas concentracdes de ions presentes na agua salgada (Nadella et al., 2009). As
concentraces totais e dissolvidas dos metais nas amostras de agua foram expressas em ug/L. Para
verificar a acuracia e exatidao das analises, foram realizados controles de qualidade analiticos. Para
tanto, analisamos "brancos", onde todos os procedimentos de preparo e analise das amostras foram
igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, utilizou-se as solu¢des-padrao
certificadas pelo Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC) para os metais analisados nos

diferentes tipos de aguas (NASS-6: agua marinha; SLEW-3: 4gua salobra; SLRS-6: agua doce).

Com relagdo ao sedimento, as andlises de metais e As realizadas nas campanhas 1 (set/out 2018) e 2
(jan/fev 2019) foram baseadas no método de Lana et al. (2006), com modificagdes. O método consiste
em pesar em um frasco de plastico, uma aliquota de 1g do sedimento coletado e lava-lo, para eliminar
interferentes salinos, com agua ultrapura. Apés, o sedimento foi seco em estufa a 60° C até obtencao
de peso seco constante e, entdo, submetido ao processo de digestdo. Para tal, na amostra seca, foram
adicionados 10 mL de uma mistura de acido nitrico: &cido cloridrico (1:1), o frasco agitado levemente
em vortex e mantido tampado em estufa a 60°C por 24 h e/ou até que ndo houvesse liberacao de
vapores amarelados e o residuo sélido ficasse translicido. A solu¢éo resultante foi centrifugada a 3.000
g por 10 min, sendo que o precipitado foi descartado. Uma aliquota do extrato foi diluida e transferida

para o vial do amostrador automatico do FG-EAA para a determinacdo das concentragbes de Al, As,
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Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, Mn e Zn. Outra aliquota do extrato foi diluida para a determinacao de Hg. Para
tanto, em um volume de 5 mL de extrato diluido da amostra foram adicionadas 3 gotas da solucédo de
permanganato de potassio 5%. A mistura foi entéo transferida para o vial do amostrador automatico do
EFA-GVF para a determinacdo da concentracdo de Hg. Nas campanhas 3 (set/out 2019) e 4 (jan/fev
2020), as amostras de sedimento foram congeladas e liofilizadas. Em seguida, foi submetida ao
processo de extracdo conforme EPA 3051A que, resumidamente, consistiu na pesagem de 0,259 de
sedimento macerado (gral e pistilo de agata), adicao de 10 ml de HNO3 Suprapur Merck e aguecimento
em forno micro-ondas. Apoés o término do periodo de digestéo acida, as amostras foram centrifugadas,
o material precipitado foi descartado e o extrato foi diluido. Uma aliquota do extrato foi transferida para
o vial do amostrador automatico do FG-EAA para a determinacao das concentracdes de Al, As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Ni, Pb, Mn e Zn e outra aliquota foi separada para a determinacéo de Hg com adicéo de 3 gotas
da solucdo de permanganato de potassio 5% na amostra. A mistura foi, entéo, transferida para o vial
do amostrador automatico do EFA-GVF para a determinagdo da concentracédo de Hg. De fato, o que
alterou entre as metodologias aplicadas no Ano 1 e no Periodo de Transicdo foi o procedimento de

preparo da amostra.

As amostras de material biolégico foram previamente secas em estufa (45 — 60 °C) até peso seco
constante e digeridas em acido nitrico (HNO3) ultrapuro (Suprapur®, Merck) na proporcédo de 1 g de
peso seco de material biolégico para 2 mL de acido nitrico e, assim, o teor de agua, para cada amostra,
calculado. Dessa maneira, submeteu-se as amostras a digestdo acida lenta em tubos plasticos tipo
Eppendorf, os quais foram devidamente lacrados e mantidos em estufa incubadora (45 - 60°C) até a
completa digestdo das mesmas. As concentracbes dos elementos no material biolégico foram

expressas em ug/g de peso umido (mg/kg de peso umido) ou pg/g de peso seco (mg/kg de peso seco).
1.7 ANALISES DE BIOMARCADORES

Biomarcadores s&o alteragfes bioldgicas que expressam a exposic¢ao e os efeitos toxicos dos poluentes
presentes no ambiente e podem ser mensuradas em nivel molecular, celular ou fisiolégico (Walker et
al., 1996). Portanto, os biomarcadores selecionados para um programa de monitoramento ambiental
devem detectar a exposi¢do do organismo aos contaminantes, através de qualguer alteracéo biolégica
mensuravel (biomarcadores de exposicdo) e/ou a magnitude de resposta do organismo aos
contaminantes (biomarcadores de efeito). Assim, os biomarcadores foram analisados de forma seletiva
nas amostras de plancton, invertebrados e peixes coletados no presente programa de monitoramento,
considerando-se 0s potenciais efeitos biolégicos dos metais (desequilibrio idnico e osmotico, inibicao
enzimética, oxidacao de biomoléculas, e danos morfologicos) nos respectivos tecidos e organismos a
serem analisados. As metodologias empregadas para as analises dos biomarcadores em organismos
coletados no ambiente marinho estéo listadas no Quadro 2 e, encontram-se descritas abaixo. Para fins
de praticidade e rapidez na realizacao das analises e de preciséo e reprodutibilidade dos dados, sempre
gue possivel, foram utilizados kits comerciais de reagentes especificos que utilizam metodologia

semelhante aquelas descritas abaixo, para a determinacao dos respectivos biomarcadores.
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Quadro 2 - Lista dos biomarcadores analisados em amostras de organismos coletados pelo Anexo 1 na foz do Rio Doce e

regido marinha adjacente.

Amostra bioldgica Biomarcador (classificacdo: efeito/exposicéo)

o Concentracao de metalotioneinas (exposigéo)
Fitoplancton o )
Peroxidacao lipidica (efeito)

Concentracao de metalotioneinas (exposigéo)
Zooplancton Peroxidacéo lipidica (efeito)
Composicao ibnica corporal (efeito)

Poliquetos, anfipodos, isépodos e Concentracdo de metalotioneinas (exposigéo)
moluscos Peroxidacéo lipidica (efeito)
Hemolinfa de camardes Danos de DNA (efeito)
Branquias de camardes Peroxidacéo lipidica (efeito)

. B Concentracéo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Hepatopancreas de camardes o ]
Peroxidacéo lipidica (efeito)

Composicao idnica plasmatica (efeito)
] Danos de DNA (efeito)

Sangue de peixes . . . .
Desreguladores endécrino: vitelogenina e proteina da zona

radiata (efeito)

Atividade de enzimas antioxidantes: superéxido dismutase
e catalase (efeito)

Branquias de peixes Atividade de enzimas do metabolismo energético: lactato
desidrogenase e malato desidrogenase (efeito)

Danos morfoldgicos (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢&o)
Peroxidacéo lipidica (efeito)

Atividade de enzimas antioxidantes: superdxido dismutase
Figado de peixes e catalase (efeito)

Atividade de enzimas do metabolismo energético: lactato
desidrogenase e malato desidrogenase (efeito)

Danos morfoldgicos (efeito)

Musculo de camardes e peixes Oxidacéo de proteinas (efeito)

Peroxidacéo lipidica (efeito)
Corais e hidrocorais Atividade de enzimas envolvidas na calcificacéo:

CaATPase, MgATPase e anidrase carbonica (efeito)

1.7.1 Concentragdo de metalotioneinas (MT)

A determinagdo da concentracdo de metalotioneinas foi realizada por meio de um kit comercial de

reagentes (Fish Metallothionein ELISA Kit, fornecido pela MyBiosource), cujo principio de andlise utiliza
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um método espectrofotométrico em microplaca. Os procedimentos analiticos para determinacao da
concentracdo de MT seguiram aqueles descritos pelo fabricante. Os resultados foram expressos em
Mg MT/mg proteina.

1.7.2 Atividade de enzimas envolvidas na calcificacéo

O preparo de amostras de fragmentos de coral para analise dos parametros de calcificagdo foi realizado
macerando-se as amostras em nitrogénio liquido. Para cada analise, as amostras foram
homogeneizadas em tampéo especifico (1:1; peso/volume) com o auxilio de um sonicador. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas (10.000 g, 20 min, 4°C) e o sobrenadante coletado para as
andlises das atividades das enzimas Ca?*-ATPase, Mg?*-ATPase e anidrase carb6nica. A quantificagio

de proteinas totais nas amostras homogeneizadas foi efetivada, baseando-se no método de Bradford.

A determinacdo da atividade da anidrase carbbnica (AC) foi realizada medindo-se a reducéo de pH
associada a catdlise da hidratacdo do CO2, com a correspondente liberagdo de H* (Henry, 1991). O
tampado utilizado para homogeneizacdo das amostras foi constituido de Tris-Base (10 mM, pH 8,5),
sacarose (75 mM), inibidor de proteases (fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF 1 mM) e ditritiotreitol
(DTT 1 mM). Para isso, 15 yL do homogeneizado foram adicionados a 3 mL de uma solugao de reacao
composta por Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), manitol (225 mM) e fosfato (10 mM). Em
seguida, foram adicionados 280 uL de substrato (agua destilada saturada com CO-) e o decréscimo de
pH registrado a cada 5 s, durante 30 s, com o auxilio de um pHmetro de bancada. Paralelamente foram
realizadas determinagdes do "branco de reagdo", onde 15 uL do tampao de homogeneizagado foi
adicionado a solucdo de reacédo e ao substrato. Utilizou-se o modelo de regresséo linear (variavel
dependente: pH; variavel independente: tempo) para determinar a declividade das retas de reacdo e
os resultados foram normalizados considerando-se a quantidade de proteinas nas amostras e

expressos em Unidades de anidrase carbénica/mg proteina.

A determinacéo das atividades da Ca?*-ATPase e da Mg?*-ATPase foi realizada utilizando-se o método
descrito por Vajreswari et al. (1983), com modificagbes. O homogeneizado da amostra foi preparado
utilizando-se tamp&o composto por Tris-HCI (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM), DTT (1 mM) e
PMSF (1 mM). O homogeneizado foi centrifugado (20 min, 10.000 g, 4°C) e 20 pL do sobrenadante foi
utilizado para as andlises. O meio de reagéo utilizado na andlise da atividade da Ca?*-ATPase foi
composto por NaCl (189 mM), MgClz (5 mM), CaClz (5 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacao
ocorreu a 30°C por 30 min. Por sua vez, o meio de reacdo utilizado na andlise da atividade da Mg?*-
ATPase foi composto por NaCl (189 mM), MgClz (5 mM), EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6).
A incubacéo da reacao foi realizada a 30°C por 30 min. No inicio da incubagéo, ATP (3 mM) e ouabaina
(ImM) foram adicionados aos meios de reagdo. Determinou-se a concentracédo de fosfato inorganico
(Pi) liberada pela atividade das enzimas no meio de reacgdo utilizando-se o método colorimétrico (630
nm). Os resultados foram normalizados considerando a quantidade de proteinas nas amostras e

expressos em mM Pi/mg proteina/minuto.
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1.7.3 Composicao ibnica corporal, hemolinfatica ou plasmética

Para a determinacdo da composicao idnica corporal, as amostras de zooplancton apanhadas foram
rapidamente (30 s) lavados em agua tipo MilliQ e congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente o
material foi seco em estufa (70°C), por 96 h, e determinou-se 0 peso seco do material e em seguida as
amostras foram digeridas em acido nitrico 65% (SupraPur®, Merck). Apos completa digestao, as
amostras foram apropriadamente diluidas para a analise da composicéo iénica (Ca, K, Mg e Na), a qual
foi determinada por espectrofotometria de absorcdo atbmica no modo chama. Por sua vez, a
concentracao de cloretos foi analisada, com auxilio de um kit comercial, pelo método de formacéo de
cianeto férrico de enxofre. Os resultados foram expressos em mg/g de peso umido. No que se refere a

composicao idnica hemolinfatica e plasmatica, os resultados foram expressos em mg/L.
1.7.4 Atividade das enzimas do metabolismo energético

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) foram analisadas em
homogeneizados das amostras de branquias e figado dos peixes coletados durante o monitoramento
dulcicola e marinho. Os homogeneizados foram realizados por maceracdo mecanica em mistura de
tampado fosfato de potassio pH 7,46 e inibidor de protease. Apés centrifugacéo, o sobrenadante obtido
foi utilizado para as andlises das atividades da LDH e MDH. A avaliagdo da atividade da LDH foi
realizada através do kit comercial Desidrogenase Léatica LDH UV® fornecida pelo Bioclin®. Para a
determinacdo da atividade da MDH foram adicionados a aliquotas de sobrenadante dos
homogeneizados uma solu¢éo contendo acido oxaloacético (0,4 mM), MgClz (20 mM), NADH (150 uM)
em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os procedimentos para as andlises enzimaticas sdo aqueles
descritos pelo fabricante Bioclin® e Childress e Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente, e
adaptada por Ribeiro et al. (2015). A taxa de oxidacdo de NADH na reacéo catalisada pelas enzimas
foi determinada por espectrofotometria UV em 340 nm. A dosagem de proteinas totais dos
homogeneizados foi determinada pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas foram expressas

em Unidades enzimaticas/mg de proteina.
1.7.5 Atividade de enzimas antioxidantes

Analisou-se as atividades da catalase (CAT) e da superédxido dismutase (SOD) nos homogeneizados
de tecidos preparados conforme descrito no item acima. A atividade da CAT foi determinada através
da analise do decréscimo da concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por
Aebi (1984). Por sua vez, a atividade da SOD foi medida através da taxa de inibicdo da auto-oxidagéo
do pirogalol, de acordo com o protocolo de Marklund e Marklund (1974). A dosagem de proteinas totais
nos homogeneizados foi determinada pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas foram

expressas em Unidades enziméticas/mg de proteina.
1.7.6 Peroxidacdo lipidica

A peroxidagéo lipidica (LPO) foi determinada nas amostras bioldgicas utilizando-se um método
espectrofotométrico em microplaca, seguindo as recomendac¢des do kit comercial TBARS Assay Kit,

fornecido pela Chayman Chemical. Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacdo do
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malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao lipidica, com o acido tiobarbitdrico. Esta reacéo ocorre
em condicdes de acidez e alta temperatura (95°C), gerando um cromoégeno fluorescente. A
fluorescéncia gerada foi medida utilizando-se um espectrofluorimetro (excitacdo: 520 nm; emissao: 580
nm). Calculamos os dados com base em uma curva construida com solu¢des-padrao de MDA sendo
os resultados normalizados em relagéo ao contetido de proteinas nas amostras, o qual foi determinado

utilizando-se o método de Bradford e expressos em nmol MDA/mg proteina.
1.7.7 Oxidagéo de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas foram determinados de acordo com o kit comercial de reagentes
OxiSelect™ Protein Carbonyl Fluorometric Assay, fornecido pela MyBiosource. Durante o ensaio, as
proteinas carboniladas (oxidadas) foram inicialmente derivatizadas com um fluoréforo especifico que
se liga ao grupo carbonila da proteina, na proporcao de 1:1. Apos isto, as proteinas foram precipitadas
com &cido tricloroacético (TCA) e o fluoréforo livre removido apés a lavagem do precipitado proteico
com acetona. Apos a solubilizacéo do precipitado proteico em hidrocloreto de guanidina, a absorbancia
do produto proteina-fluoréforo foi determinada fluorimetricamente (emissao: 485; excitacdo: 538 nm), e
0 conteudo de proteinas carboniladas calculado. Os resultados foram expressos em nmol PC/mg

proteina.
1.7.8 Danos de DNA

O TR4 estipula a realizacédo de, pelo menos, duas das cinco metodologias diferentes previstas para
avaliacdo de danos a molécula de DNA (deteccdo de sitios AP através de kit comercial, ensaio do
vermelho neutro, teste de micronicleo, ensaio cometa, e deteccdo de caspases por
imunohistoquimica). Considerando que todas estas metodologias estdo associadas ao mesmo
biomarcador de efeito (danos ao DNA) e, portanto, fornecem dados semelhantes, as amostras foram

testadas através de duas técnicas sensiveis, a analise de sitios AP e o teste do microntcleo (MN).

Para a analise de sitios AP (sitios apurinicos/apirimidicos) no material genético, 0 DNA gendémico foi
previamente isolado utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (DNA isolation Kit,
fornecido pela PromoKine, Promocell©). A andlise propriamente dita de sitios AP foi realizada,
utilizando-se uma sonda capaz de reagir com o grupo aldeido destes sitios, a qual foi detectada por
colorimetria (450 nm) em uma leitora de microplacas. Para tal, foi utilizado um kit de reagentes de
deteccdo de dano de DNA, seguindo-se as instru¢des do fabricante (DNA Damage Detection Kit,
fornecido pela Promokine, Promocell©; ou outro kit similar). Os resultados foram expressos em sitios
AP/10° pares de bases (bp).

Para a avaliacdo do dano no material genético através do ensaio de microndcleo (MN), foram utilizadas
amostras de hemolinfa dos crustdceos e de sangue dos peixes coletadas durante as campanhas,
conforme descrito acima. Tais amostras foram coletadas com seringas (1 mL), munidas de agulhas 21
gauge, para evitar danos as células e transferidas para tubos e centrifugados em microcentrifuga (1.000
rem, por 5 min), com retirada de 50 pL com micropipeta, colocada junto ao fundo do tubo. Este volume
de material foi gotejado na lateral da lamina, sendo espalhado por esfregaco com auxilio de outra

lamina. O procedimento foi realizado individualmente, com a obtencéo de trés laminas/individuo, as
13
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guais foram secas ao ar e fixadas com solucdo metanol por cerca de 20 min, com nova secagem a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram coradas com solugdo de Giemsa 2%, preparada
em tampao fosfato pH 8,0 (Na2HPO4; KH2PO4), também por 20 min. Apds este procedimento, as
laminas foram lavadas com agua deionizada, secas ao ar e montadas com laminulas e Entellan®
(Merck®©). Posteriormente, examinou-se as laminas sob microscépio Optico comum e as células
micronucleadas foram contadas. As trés laminas de cada individuo foram avaliadas em aumento de
1000 x, com avaliagédo de 1000 células em cada lamina, sendo, entéo, quantificado o nimero de células
micronucleadas por 1000 células analisadas (frequéncia em %.). Cabe ressaltar que, devido as
dificuldades metodol6gicas enfrentadas no campo, durante o processamento das laminas de hemolinfa,
as mesmas ndo puderam ser devidamente analisadas, visto o reduzido nimero de hemdcitos e a baixa
integridade estrutural destas células, o que inviabilizou a apresentacéo do resultado de MN para as

espécies de crustaceos coletadas pelo Anexo 1 nos distintos ambientes monitorados.
1.7.9 Danos morfolégicos

Efeitos histopatoldgicos foram avaliados nas amostras de branquias e figado de peixes. Fragmentos
de figado e branquias foram imersos em solucdo de Bouin por 8 h, desidratados em concentracdes
crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material foi seccionado em
micrétomo rotativo. As secgOes obtidas foram coradas com hematoxilina/eosina e tricomio de Mallory.
Algumas laminas foram submetidas a técnica de coloracéo PAS, para isso, foram banhadas em &cido
periédico 1% por 10 min, lavadas em agua destilada e mergulhadas em Reativo de Schiff, por 20 min.
Em seguida, efetivou-se uma nova lavagem em agua corrente por 10 min, seguida de coloracdo com
hematoxilina de Harris, por 3 min, lavagens em agua destilada, desidratacdo e montagem. As
alteracdes nos figados e branquias foram determinadas de acordo com o método proposto por Bernet
e colaboradores (1999). Esse método baseia-se na relevancia patoldgica e na extenséo das lesdes
observadas nos 6rgdos analisados. As alteracdes foram classificadas em cinco padrées de reacéo,
onde cada lesdo possui um grau de importancia. O indice do Org&o (lorg) representa o grau de dano
apresentado pelo 6rgao e foi calculado pela férmula: lorg = Zrp Zalt (a x w), onde: rp = padrdo de
reacao, alt = alteragdo, a = extenséo da les&o e w = grau de importancia. J& o indice de Reac&o (Irp)
avalia a gravidade das alteracfes identificadas e foi obtido pelo somatério do produto da multiplicacéo
do tamanho da les&o pela relevancia patolégica (Irp = Zalt (a x w), onde rp = padrdo de reacéo, alt =

alteracdo, a = extensédo da lesdo e w = grau de importancia).
1.7.10 Biomarcadores de desregulacéo enddcrina

Também foram realizadas andlises de biomarcadores de desregulacdo enddcrina, vitelogenina (Vtg) e
proteinas da zona radiata (Zrp), em amostras de plasma sanguineo dos peixes coletados durante o
monitoramento. Para tanto, foi utilizado um kit comercial de reagentes (Semi-Quantitative Biomarker
ELISA Component Kit For Fish Samples, Cayman Chemical, Ann Harbour, MI, EUA), cujo principio de

andlise utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.
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1.8 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Ensaios ecotoxicologicos foram realizados para classificar amostras de agua e sedimento, coletadas
na regido marinha adjacente ao Rio Doce, quanto a sua toxicidade, cumprindo com o disposto no TR4.
Os pontos de amostragem estédo dispostos no Quadro 3. Cabe ressaltar que um ponto em Degredo
(DEG1) foi incluido no monitoramento a partir do Periodo de Transicdo. As amostras de agua, elutriato
de sedimento e sedimento total foram coletadas, armazenadas e preparadas, segundo a norma da
ABNT NBR 15469, para a realizagdo dos testes de toxicidade descritos na Tabela 1.Para o calculo do
indice de toxicidade, levou-se em consideracdo a severidade da resposta observada (Quadro 4) e
sensibilidade do organismo testado (Quadro 5). As respostas subletais foram classificadas como menos
severas e a letalidade como mais severa; enquanto 0s organismos mais sensiveis foram valorizados,
recebendo maior nimero na escala de sensibilidade. A valorizacdo das espécies mais sensiveis é
importante para que o impacto ndo seja subestimado. Os valores de toxicidade foram usados para
classificar as amostras desde ndo-téxicas a altamente toxicas (Tabela 2). Vale lembrar que, para cada
ponto amostral, esta classificacdo foi feita separadamente para agua e sedimento, e levou em
consideracdo a média dos valores de toxicidade resultantes dos diferentes ensaios realizados com as
matrizes ambientais. O mesmo procedimento de classificacdo foi usado para o Ano 1 e Periodo de

Transicdo para os ambientes dulcicola e marinho.
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Quadro 3 :Pontos amostrais na foz do Rio Doce e regido marinha adjacente onde foram coletadas amostras de agua e
sedimento usados para os testes de toxicidade realizados no Ano 1 (campanha 1 — set/out 2018 e campanha 2 — jan/fev 2019)
e Periodo de Transigdo (campanha 3 — set/out 2019 e campanha 4 — jan/fev 2020). O ponto CA2 nao foi amostrado na

campanha 3 (set/out 2019).

PERIODO DE ALTERACAO DE
AMBIENTE ANO 1 .
TRANSICAO MALHA AMOSTRAL
FRD1
FRD1
FRD6
) FRDG Incluséo da estagéo
Marinho CAl
CA1 DEG1
CA2
CA2
DEG1
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Tabela 1: Resumo dos ensaios de toxicidade realizados com amostras coletadas na malha amostral marinha do Anexo 1 do PMBA/Fest-RRDM.

Informacéo Microalga Crustaceo Ourigo-do-mar Peixe
p
LR &
- O 2 =
Espécie CIAS
k.«
5

Thalassiosira pseudonanat

Nitokra sp (copépode)?

Echinometra lucunter?

Poecilia vivipara*

Procedéncia do

Banco de Microrganismos Aidar &

Laboratério de Ecotoxicologia da

Ambiente Natural — Coqueiral/ES

Biotério Aquatico do

organismo Kutner — BMAK 172 — 10/USP Base Oceanografica/lUFES ICB/FURG
) Agua Superficial/Elutriato de ] ) o ] ) Agua Superficial/Elutriato de
Matriz ] Sedimento Bruto Agua Superficial/Elutriato de Sedimento )
Sedimento Sedimento
Tipo do teste Crdnico Crdnico Agudo/Crdnico Agudo
3 Métodos em Ecotoxicologia Métodos em Ecotoxicologia Marinha:
Método ABNT NBR 16181 ) ] ) ) ] OECD 203
Marinha: Aplica¢des no Brasil Aplicagbes no Brasil/ ABNT NBR 15350
Duracgédo 72 h 10 dias 2 h/48 h 96 h
Indicador de Inibicdo da multiplicagdo das ) A Ovulos fecundados/Larvas _
3 Numero de fémeas/prole . Mortalidade
toxicidade algaceas desenvolvidas

Legenda: ! https://ncma.bigelow.org/ccmp1014# XW5t-yMrK1t; 2 http://v3.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=683171; ® Acervo do projeto;*

http://museunacional.ufrj.br/hortobotanico/Peixes/Poeciliavivipara.html
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Quadro 4: indice de severidade atribuido de acordo com severidade da resposta observada nos ensaios de toxicidade.

n
Fundaca

Espirito-santense de Tecnologia

(=]

O parametro mais toxico é classificado com maior valor.

Resposta Observada indice
Letal 2
Subletal (desenvolvimento, crescimento, fecundagéo e reproducéo) 1

Quadro 5: indice de sensibilidade dos organismos de acordo com os modelos biolégicos usados nos ensaios de
toxidade. Os valores sao diretamente relacionados a sensibilidade dos organismos, sendo, portanto, o maior valor

atribuido aos organismos mais sensiveis, e 0 menor valor aos menos sensiveis (mais tolerantes).

Organismo-teste indice de Sensibilidade
Plancton (microalgas, microcrustaceos, ovos e larvas de ouricos e larvas 3
de peixes)
Peixe juvenil 2
Peixe adulto 1

Tabela 2: Classificagdo da amostra em relag&o ao valor de toxicidade.

Valor de Toxicidade Classificagdo da amostra

26 - 50 Moderadamente téxica
2-25 Levemente toxica
<1 ou NE N&o téxica

Fonte: Adaptado de Bulich,1982.
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