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1 ECOTOXICOLOGIA - METODOLOGIA GERAL - RELATORIO SEMESTRAL 2022
(PMBA/FEST-RRDM)

11 MALHA AMOSTRAL

Como estabelecido no Plano de Trabalho do Anexo 1, o monitoramento ecotoxicoldgico foi realizado
sazonalmente (periodos secos e chuvosos), com intervalos semestrais, ao longo dos trés do
PMBA/Fest-RRDM, totalizando Campanhas: Campanha 1 (set/out 2018 — periodo seco), Campanha 2
(jan/fev 2019 — periodo chuvoso), Campanha 3 (set/out 2019 — periodo seco), Campanha 4 (jan/fev
2020 - periodo seco), Campanha 5 (jan/fev 2021 — periodo chuvoso), Campanha 6 (jul/ago 2021
— periodo seco) e Campanha 7 (mar/ 2022). Devido a pandemia da COVID-19, a amostragem prevista
para o periodo seco de 2020 ndo foi realizada. Conforme definido no TR4 e, posteriormente na Nota
Técnica n°3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIio, o monitoramento ecotoxicologico referente ao ambiente
dulcicola contemplou amostragens em esta¢des distribuidas no curso do Rio Doce no Estado do
Espirito Santo, seu estuério, um afluente e lagos e lagoas adjacentes ao rio. Amostras de agua,
sedimento e biota coletadas nos pontos de amostragem estdo em conformidade com a autorizacao
para atividades com finalidade cientifica emitida em 30/08/2018 pelo ICMBio/MMA (no 64261-6). As
atividades que envolvem captura, coleta e/ou manipulacdo de vertebrados possuem autorizagédo da
Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) da FURG (Processos 23116.007254/2018-94 e
23116.007255/2018-39). As amostras coletadas foram processadas e/ou tém testemunhos
devidamente armazenados nos laboratérios 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).

Em decorréncia de uma proposta de alinhamento das esta¢cdes amostrais do PMBA/Fest-RRDM com
as estagbes amostrais do PMQQS, o ponto amostral do Rio Doce em Regéncia (RDR) néo foi
monitorado a partir do Ano 2. Por outro lado, visando aumentar a representatividade da calha principal
do Rio Doce, foram incluidos no inicio do segundo ano de monitoramento mais dois pontos no rio, um
em Baixo Guandu (RDO-11) e outro em Colatina (RDO-13), além da inclusdo do Lago Palmas (LPA),
como um possivel local de referéncia para o ambiente lacustre, pelo ndo registro da entrega de rejeito.
O detalhamento das estacdes amostrais, como nome, cAdigo da estagdo e posicdo geogréfica estdo
apresentados no Quadro 1. Além disso, os pontos podem ser observados também no mapa
apresentado na Figura 1.

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 1
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Quadro 1 - Estagdes amostrais dulcicolas referente ao Anexo 1 do PMBA/Fest-RRDM. As coordenadas geogréficas (latitude e

)

longitude) das esta¢des amostrais estdo apresentadas em UTM Sirgas 2000. *Ponto avaliado apenas durante o Ano 1.
**Pontos avaliados a partir do Ano 2. “Estagdo amostral ndo monitorada durante as Campanhas 4, 5 e 6, devido ao

impedimento de acesso ao local que se encontra em propriedade particular.

COORDENADAS UTM
NOME DA ESTACAO AMOSTRAL CODIGONDA UNIDADE DI? (datum SIRGAS 2000)
ESTACAO CONSERVACAO
LATITUDE LONGITUDE
Rio Guandu RGU-01 - 7828746,17 288351,08
Lago do Limao LLM-01 - 7837447,02 355688,84
Lago Nova LNV-01 - 7855827,03 377287,60
Lago Juparanad LJP-01 - 7859664,14 385766,88
Rio Doce RDO-15 - 7853249,98 387144,67
Rio Doce RDR* - 7837309,00 410025,62
Lagoa do Areado LAO-02* - 7835831,65 411472,58
Lagoa do Areal LAL-01 - 7834176,33 413154,34
Lagoa Monsaras LMN-01 - 7837161,08 415912,93
Foz do Rio Doce RDO-16 - 7828234,12 414079,86
Rio Doce (Baixo Guandu) RDO-11** - 7841937 288650
Rio Doce (Colatina) RDO-13** - 7839122 328395
Lago Palmas LPA-01** - 7848967 370019

Figura 1 - Mapa amostral indicando as estagGes amostrais dulcicolas monitoradas pelo Anexo 1 do PMBA/Fest-RRDM. A

nomenclatura das estagGes 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 amostras de agua de fundo e de superficie destinadas as analises quimicas seguiram a
metodologia padrdo empregada desde a Campanha 1 (set/out 2018). Todavia, as determinacdes dos
elementos Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés
(Mn), Mercurio (Hg) e Zinco (Zn). Niquel (Ni) e Aluminio (Al) nas amostras referentes a Campanha 7
(marco 2022 — periodo chuvoso) ficaram sobre responsabilidade dos laboratérios acreditados, por
determina¢éo da Fundacgdo Renova.

Resumidamente, as coletas de agua, ao longo da coluna d’agua, foram realizadas utilizando-se uma
garrafa horizontal do tipo Van Dorn. Em todas as esta¢cdes amostrais foram coletadas 6 amostras de
agua (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada amostra) para a analise das
concentracdes 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 ym de malha) para a analise das concentragdes de
metais na fracéo dissolvida. Imediatamente apoés a coleta, aliquotas das amostras para a determinagéo
das concentracdes totais e dissolvidas de metais foram acidificadas com &cido nitrico Suprapur®
(HNOs, concentragdo final de 1%) e mantidas refrigeradas. Adicionalmente, amostras de dgua foram
coletadas para frascos de diferentes volumes e, imediatamente, congeladas para uso nos testes de
toxicidade.

1.3 ANALISES DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

No momento da coleta das amostras de éagua, foram realizadas as medidas da temperatura,
condutividade elétrica, salinidade, pH e oxigénio dissolvido, utilizando-se uma sonda multiparametro
(YSI Professional Plus). A concentracdo de carbono organico, sulfatos, alcalinidade total e composicao
ibnica (concentracdes de Ca?*, K*, Mg?* e Na*) ficaram sobre responsabilidade dos laboratérios
acreditados, por determinacdo da Fundacdo Renova.

1.4 COLETA DE AMOSTRAS DE SEDIMENTO

As coletas de amostras de sedimento destinadas as andlises quimicas seguiram a metodologia padrao
empregada desde a Campanha 1 (set/out 2018). Todavia, as determinacfes dos elementos Arsénio
(As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg)
e Zinco (Zn). Niquel (Ni) e Aluminio (Al) das amostras referentes a Campanha 7 (marcgo 2022) ficaram

sobre responsabilidade dos laboratorios acreditados, por determinagéo da Fundagao Renova.

Em todas as estagbes amostrais utilizadas para a coleta de agua foram coletadas também amostras
de sedimento superficial 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 perturbacéo na superficie do sedimento e fotografadas imediatamente apds a coleta, a

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 3
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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) e obtendo-se apenas o0 sedimento superficial. Para cada amostra, foram coletados
aproximadamente 50 g de sedimento, os quais foram armazenados em frascos plasticos
descontaminados e mantidos congelados até o momento das andlises.

15 COLETA DE AMOSTRAS DE BIOTA

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos bioldgicos decorrentes da contaminacdo ambiental por
metais/As e consequente acumulacdo desses metais nos organismos de diferentes niveis troficos e
diferentes habitats, foram realizadas coletas de organismos tipicos das regies monitoradas. Além

disto, as amostras bioldgicas também foram coletadas com o intuito de avaliar os biomarcadores.

No ambiente de &gua doce, coletou-se amostras de fitoplancton, zooplancton, larvas de quironomideos,
girinos, camardo de 4gua doce e quatro espécies de peixes (espécies originalmente previstas: tucunaré
Cichla sp., bagre Pimelodus maculatus, curimbata Prochilodus sp. e cascudo Hypostomus affinis). No
ambiente estuarino (calha do Rio Doce proximo a sua foz), amostrou-se fitoplancton, zooplancton,
camarao e 4 espécies de peixes (espécies originalmente previstas: carapicu Eucinostomus sp., corvina
Pachyurus adspersus, bicudo Pomadasys ramosus e bagre cacari Genidens genides). Todavia, n&o foi
possivel coletar todas as espécies de peixes previstas no TR4, em todos 0os pontos amostrais e em
namero amostral minimo necessario para as analises de bioacumulagéo e respostas de biomarcadores.
Diante disto, substituiu-se as mesmas por outras espécies de peixes que ocupassem o0 mesmo habitat

e 0 mesmo nicho tréfico. A lista de espécies coletadas durante a Campanha 7 (mar/2022 — estacao
chuvosa) esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de peixes (nome cientifico, nome popular e nimero de individuos) coletados no Rio Doce e regido

estuarina, afluente, lagoas e lagoas adjacentes durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar/ 2022).

Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total

LAL-01 11 12 23
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 6 6

Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 1 1

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 5 5

Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 2

Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 3 3

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6

LJP-01 12 12 24
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6 6

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6

Peixe alvo 1 - Cichla sp.

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 4
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 2 2
Peixe dulcicola alternativo - Astronotus ocellatus 4 4
LLM-01 13 12 25
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 3 3
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 2 2
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 2
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 4 4
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 2 2
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 3 3
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 2 2
Peixe dulcicola alternativo - Corvina 1 1
LMN-01 16 5 21
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 5 5
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 5 5
Peixe dulcicola alternativo - Crenicichla sp. 1 1
Peixe dulcicola alternativo - Dourado 1 1
Peixe dulcicola alternativo - Maraba 2 2
Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 6 6
Peixe estuarino alternativo 5 - Caranx crysos (xaréu) 1 1
LNV-01 10 12 22
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 3 3
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 2
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 4 4
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 1
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6 6
LPA-01 12 12 24
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 6
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6 6
RDO-11 12 12 24
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 1 1
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6 6
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 5
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 6 6
RDO-13 9 12 21
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 1 1
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 2 2
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 5
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 1 1
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 2 2
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 3 3
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6 6
RDO-15 3 12 15
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 1
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 3 3
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 2 2
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 1
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 3 3
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 2
Peixe dulcicola alternativo - Dourado 1 1
Peixe dulcicola alternativo - Leporinus sp. (piau) 2 2
RDO-16 11 12 23
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 2 2
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 5 5
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 6 6
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 1
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 3 3
Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 6 6
RGU-01 1 4 5
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 2
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 2
Peixe dulcicola alternativo - Gymnotus spp. (Sarap0) 1 1
Total 110 117 227

Para as coletas de zooplancton foram realizados arrastos verticais obliquos com rede tipo WP-2, de
60 cm de diametro de boca e malha de 200 um. Para o fitoplancton, foram realizados arrastos verticais
obliquos com rede de malha de 60 um e didmetro de boca de 60 cm. O material obtido em cada arrasto
foi retirado dos copos coletores com auxilio de peneiras e pissetes com agua do ponto de coleta. O
material foi filtrado em peneiras de 500 uym para a retirada de peixes e outros organismos ou particulas
grandes, e entdo por uma peneira de 63 um para concentrar o fitoplancton. As amostras resultantes da
Ultima filtragem foram aliquotadas em tubos criogénicos devidamente identificados, para andlise da
concentracdo de metais e para andlise de biomarcadores, e mantidas em nitrogénio liquido até o
transporte para a Universidade Federal do Rio Grande, onde foram armazenadas em ultrafreezer a -
80° C. Foram realizados, no total, 5 arrastos para fitoplancton e 5 arrastos para zooplancton (15 min de

duracéo cada arrasto) a cada coleta.

No caso dos camardes, a coleta de foi realizada com utilizacdo de diversos petrechos de pesca,

conforme o ambiente (ex: redes de cerco, redes de arrasto). Os animais coletados foram previamente

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 6
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crioanestesiados (~2 min) e o comprimento total (rostro ao telson) foi mensurado. As amostras de

hemolinfa e tecidos (branquias, masculo e hepatopéncreas) foram coletadas utilizando-se material
cirdrgico inoxidavel ou plastico, para posterior analise de metais, biomarcadores e ions. As amostras
foram acondicionadas em microtubos ou tubos tipo Falcon, previamente limpos com acido nitrico
Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. As amostras coletadas para as analises de metais e ions
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e transportadas até o laboratorio, onde foram
devidamente armazenadas, anteriormente as analises. A sequéncia dos procedimentos realizados

encontra-se abaixo:

A hemolinfa foi coletada utilizando-se agulha (0,45 ou 0,75 mm) acoplada a seringa de insulina (1 mL).
Para analise de ions, a seringa foi previamente lavada 3 vezes com solu¢do anticoagulante para
hemolinfa de crustaceos (0,45 M Cloreto de Sddio [NaCl]; 0,1 M Glicose [CeH120s]; 94 mM Citrato de
Sodio  [NasCeHsO7.H20]; 26 mM Acido Citrico [CeHsO7]; 7,85 mM EDTA dissodico
[C10H14N208Na2.2H20]; pH 4,6). Em todos os casos, 0s materiais utilizados, como a seringa e o
anticoagulante, foram mantidos gelados, a fim de evitar a coagulacdo da hemolinfa. Para a coleta de
hemolinfa em camar®@es, a seringa foi inserida ha membrana entre a regido dorsal do cefalotérax e
abddmen, tomando-se o cuidado para ndo coletar a agua da cavidade branquial. O sobrenadante
(plasma) obtido a partir de centrifugagéo (Minicentrifuga Mylabor; 1 min; velocidade fixa de 4.656 g) foi
transferido para um criotubo de 2 mL e imediatamente armazenado em nitrogénio liquido. Apés a
centrifugacdo da hemolinfa e separagéo do plasma, o pellet foi armazenado em criotubos de 2 mL (n=
6) em nitrogénio liquido para posterior andlise de Sitios AP (danos no DNA) em laboratério. Para a
coleta de tecidos de camarfes, as branquias foram cuidadosamente dissecadas com o auxilio de
microtesoura. O tecido branquial de cada individuo foi destinado para a analise das concentra¢c@es de
As e metais (n= 6), andlise de lipoperoxida¢do (n= 6) e atividade da Na*/K*-ATPase (n= 6). O tecido
branquial destinado a atividade da Na*/K*-ATPase foi imediatamente preservado em tamp&o SEI (1:10).
Os criotubos (2 mL) contendo as branquias foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido.
ApoOs a retirada da carapaga do cefalotérax dos camardes, o hepatopancreas de cada individuo foi
dissecado, acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado a analise das concentracdes de As e metais
(n = 6). Uma porc¢éo do tecido hepatopancreatico de outro individuo foi coletada, acondiconada em
criotubo (2 mL) e destinada a analise da concentracdo de metalotioneinas (n= 6), enquanto a outra
porcéo foi coletada, acondicionada em criotubo (2 mL) e destinada & analise da lipoperoxidagéo (n= 6).
Todo o material foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Apé6s a retirada da carapaca dos
camardes, o musculo abdominal foi coletado, acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado a analise
das concentracdes de metais (n= 6) e concentracao de proteinas carboniladas (n= 6). Durante a coleta

foram retirados o corddo nervoso ventral e o intestino do animal antes de congelar o musculo.

A coleta de girinos de anfibios foi realizada através de arrastos com rede tipo WP- 2 de 60 cm de
didmetro de boca e malha de 200 ym. Apds a captura, com auxilio de pugas, os animais foram
eutanasiados em hidrocloridrato de benzocaina (500 mg/L). Todas as amostras (pools) foram

armazenadas em criotubos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

Relatério Semestral de Evolugdo 2022 — PMBA/Fest 7
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do Rio Doce, foram utilizadas redes de-emalhar de diferentes malhas (15, 25, 35, 50 e 60 mm entre
nos adjacentes), cada qual com 20 m de comprimento. Em cada ponto de amostragem, foram armados
trés conjuntos de redes, com redes de todas as malhas, ao final da tarde, sendo os mesmos retirados
na manha do dia seguinte, ficando, portanto, na coluna d’agua por aproximadamente 12 h. As coletas
foram realizadas com o auxilio de pescadores profissionais locais, geralmente associados a col6nias e
associacdo de pescadores, com o0 apoio de barcos a remo e a motor. Além das redes de-emalhar,
foram utilizadas rede de arrasto, peneiras e tarrafa (malha 20 mm). As coletas foram realizadas sem
esforco padronizado, possibilitando explorar todos os tipos de ambientes disponiveis (corredeiras,
pocos, locas, etc.) na area estudada, a fim de se obter o nUmero amostral necessario de amostras para
as andlises das concentracfes de As e metais, bem como de biomarcadores. As peneiras foram
posicionadas perpendicularmente ao substrato, com a boca voltada para montante, sendo o substrato
a sua frente revolvido com os pés e maos, com o objetivo de desalojar os peixes, 0s quais eram
conduzidos pela corrente para dentro da peneira. Ja a rede de arrasto foi utilizada por duas pessoas,
cada qual em uma extremidade, posicionando-a paralelamente & margem e percorrendo-se todo o
espaco a sua frente, de tal forma que todos os peixes que se abrigavam na vegetacdo marginal
pudessem ser capturados pela rede. Os trechos foram percorridos de jusante a montante (contra o

fluxo da 4gua) para evitar a ressuspensao do sedimento, o que pode afugentar os animais.

Apé6s a captura, os peixes foram identificados, pesados (g) e medidos (mm). Para as analises das
concentracdes de As e de metais, bem como dos biomarcadores, os espécimes foram, logo apds a
coleta, mantidos em caixas plasticas com agua do proprio local com aeragdo constante. Apds isso,
foram anestesiados (benzocaina diluida em &gua; 0,25 mg/L), pesados (g) e medidos (mm). Apés

anestesia, os animais foram dissecados e coletados o0s tecidos/6rgéos alvo, conforme descrito a seguir:

A coleta de sangue foi realizada através de puncéo da veia caudal, utilizando-se agulha e seringa de
insulina (1 mL) devidamente lavada com anticoagulante (heparina). A agulha foi inserida proxima ao
pedunculo caudal até alcancar a coluna vertebral para se ter acesso ao vaso sanguineo. Apds a coleta,
as amostras de sangue foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL. Uma aliquota de 15 L do
sangue de cada animal foi dispensada em trés laminas de vidro, limpas e devidamente identificadas,
para a confeccdo de esfregacos sanguineos e posterior analise de danos no DNA (Teste do
Micronucleo). As laminas permaneceram secando durante a noite, em caixas proprias protegidas da
luz e calor, e entdo fixadas em metanol absoluto por 10 min. O restante do sangue total foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior analise de danos oxidativos no DNA,
com base na quantificacdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Para a determinacdo das
concentracdes idnicas plasmaticas e biomarcadores de desregulacdo enddcrina (vitelogenina e
proteina da zona radiata), outras 6 amostras de sangue total foram retiradas do grupo de peixes
destinados a analise das concentracdes de As e metais (n=6). Logo apds a coleta, 5 yL de um coquetel
inibidor de proteases (Sigma Aldrich®) foi adicionado a cada 100 yL de amostra e estas foram
imediatamente centrifugadas em microcentrifugas portateis (4.600 g, 2 min), para a separagdo do

plasma sanguineo que, por sua vez, foi imediatamente separado e congelado em nitrogénio liquido.
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Apés a puncdo sanguinea, os peixes foram eutanasiados com dose letal de hidrocloridrato de
benzocaina (500 mg/L).

Apés a coleta de sangue, as branquias foram cuidadosamente dissecadas da cavidade opercular,
evitando-se ao maximo tocar os filamentos branquiais com auxilio de pinca e tesoura. Os arcos
branquiais foram separados em placas de Petri contendo solucao fisiolégica para peixes. O segundo
arco branquial direito foi lavado delicadamente com pincel macio e solucéo fisiolégica para a retirada
do excesso de sangue e muco. Apés isso, foi fixado em solucéo de Bouin (6-8 h) para posterior analise
morfolégica. ApOs o periodo de fixacdo, a solugdo fixadora foi substituida por alcool 70%, o qual foi
trocado diariamente, até a completa remocdo do fixador. Os arcos branquiais restantes foram
acondicionados em criotubos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Apés a disseccao das
brénquias, a cavidade abdominal dos peixes foi exposta, utilizando-se uma tesoura. A seguir, o figado
dos peixes foi dissecado com o auxilio de pingas curvas, tentando-se remover os lobos hepaticos da
forma mais integra possivel. O 6érgao foi dividido para as analises histolégicas e de biomarcadores.
Para as analises histoldgicas, o 6rgédo foi fixado em solugdo de Bouin (6-8 h) e posteriormente
conservado em alcool 70%. Para a avaliacdo dos biomarcadores bioguimicos, as amostras foram
acondicionadas em criotubos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Por fim, uma amostra
de musculo da regido dorsal (musculatura hipoaxial) foi dissecada removendo-se as escamas e a pele.
As por¢Bes de musculo foram acondicionadas em criotubos e estes congelados em nitrogénio liquido.
ApoOs a dissecgdo dos animais em campo, a carcaca foi descartada no local de coleta (campo).

1.6  AVALIACAO DA MICROBIOTA EM AGUA E SEDIMENTO

Para o monitoramento da comunidade microbiana total, amostras de &agua e sedimento foram
coletadas, em triplicata, em cada ponto de coleta. A andlise da microbiota total em amostras de 4gua,
sedimento, deu-se através da extracdo do DNA total, utilizando o PowerSoil 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 avaliacdo do core microbiano e os microrganismos presentes nas diferentes amostras, nos
diferentes pontos, e nos diferentes periodos, correlacionando estatisticamente os resultados de
diversidade microbiana obtidos com as demais analises realizadas no programa de monitoramento.
Essa avaliacdo é 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.

1.7 ANALISES DAS CONCENTRACOES DE METAIS E ARSENIO NA BIOTA

Para o caso das amostras provenientes da campanha 6 (jul/ago 2021) e campanha 7 (mar/ 2022), as
andlises das concentracdes de Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Na, Mn, Ni, Pb e Zn nas amostras

biolodgicas foram realizadas de acordo com metodologia EPA 6020A, utilizando-se espectrdmetro de
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massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Analytic Jena, Alemanha). Contudo, as
determinacdes de metais em amostras de musculo e pescado (camardes e peixes) coletados durante
a Campanha 7 (mar/ 2022 — periodo chuvoso) foram destinadas aos laboratérios acreditados, sobre
ordem da Fundacdo Renova.

Resumidamente, as amostras de material biolégico (exceto musculos de pescado) foram previamente
secas em estufa (45-60°C) até peso constante e o teor de umidade foi obtido. A digestéo foi realizada
em um sistema de digestédo por micro-ondas modelo Multiwave 3000® (Anton-Paar, Franca), equipado
com um rotor para oito recipientes de quartzo do tipo 80 mL (operando presséo, 80 bar), utilizando-se
acido nitrico ultrapuro (Suprapur, Merck, Alemanha). Todas as amostras foram diluidas a um fator de
10 vezes utilizando-se agua ultrapura (18 MQ cm), visando adequar as concentragdes dos metais e
arsénio aquelas das solucdes padrdo certificadas, utlizadas para calibrar os equipamentos. As
concentragcoes dos metais e arsénio no material biolégico foram expressas em ug/g de peso Umido
(mg/kg de peso Umido). Controle de qualidade é realizado através bancos analiticos e ensaios de
recuperacao com materiais de referéncia certificado.

1.8 ANALISES DE BIOMARCADORES

Biomarcadores sao alteracdes bioldgicas que expressam a exposicao 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 qualquer alteragéo 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 os potenciais efeitos biolégicos dos metais (desequilibrio ibnico e osmatico, inibicao
enzimatica, oxidacao de biomoléculas e danos morfoldgicos) nos respectivos tecidos e organismos
coletados. As metodologias empregadas para as analises dos biomarcadores listados no Quadro 2
encontram-se descritas abaixo. Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das andlises e de
precisdo e reprodutibilidade dos resultados, sempre que possivel, foram utilizados kits comerciais de
reagentes especificos que utilizam metodologia semelhante aquelas descritas abaixo, para a
determinacéo dos respectivos biomarcadores.
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Quadro 2 - Lista dos biomarcadores analisados nas amostras de organismos coletados nas diferentes areas do monitoramento

dulcicola.
Amostra biolégica Biomarcador (classificacdo: exposicdo/efeito)
R Concentracéo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Fitoplancton Peroxidag&o lipidica (efeito)
Concentracéo de metalotioneinas (exposigao)
Zooplancton Peroxidagao lipidica (efeito)

Composicao ibnica corporal (efeito)
Concentracéo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Larvas de quironomideos Composigao idnica corporal (efeito)

Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
Concentracéo de metalotioneinas (exposigao)
Girinos de anfibios Composigao idnica corporal (efeito)

Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Composicao idnica hemolinfatica (efeito)

Hemolinfa de camardes Danos de DNA (efeito)
L 5 Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
Branquias de camardes Peroxidagao lipidica (efeito)
R 5 Concentracéo de metalotioneinas (exposigao)
Hepatopancreas de camardes Peroxidagao lipidica (efeito)
Composicao idnica plasmatica (efeito)
Sangue de peixes Danos de DNA (efeito)

Desreguladores endécrinos (efeito)

Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)

Branquias de peixes Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)
Danos morfolégicos (efeito)

Concentracéo de metalotioneinas (exposigao)
Peroxidagéo lipidica (efeito)

Figado de peixes Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)
Danos morfolégicos (efeito)

Musculo de camardes e peixes Oxidacéao de proteinas (efeito)

1.8.1 Concentra¢do de metalotioneinas (MT)

A determinacdo da concentracdo de MT foi realizada por meio de um kit comercial de reagentes (Fish
Metallothionein ELISA Kit, fornecido pela MyBiosource), cujo principio de andlise utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca. Os procedimentos analiticos para determinacdo da concentragédo
das MT seguiram aqueles descritos pelo fabricante. Os resultados foram expressos em ug MT/mg

proteina.

1.8.2 Atividade da Na*,K*-ATPase (NKA)

Preparou-se as amostras de material biolégico para a determinacéo da atividade da NKA com base
nos procedimentos descritos por Péqueux e Chapelle (1982), onde as amostras foram homogeneizadas
em tampdo SEI (sacarose - Imidazol em pH 7,6) e centrifugadas (5.000 rpm, 5 °C, por 5 min). O
sobrenadante obtido foi coletado para determinacdo da atividade da NKA, a qual foi determinada
utilizando-se o método colorimétrico. Para tal, foram usados 100 uL do sobrenadante do
homogeneizado, onde foram adicionados 2,5 mL de uma solugdo salina “A” contendo 77 mM de NaCl,
20 mM de KCI, 6 mM de MgClz e 3 mM de ATP. O pH da solugéo foi ajustado a 7,6 com tampao Tris-

HCI 0,1 mM. As amostras foram incubadas durante 60 min a 25°C no escuro. A mesma reacéo foi
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realizada com 100 pL de sobrenadante e 2,5 mL de uma solugéo salina “B” contendo 83 mM de NaCl,
6 mM de MgClI2, 3 mM de ATP e 1 mM de ouabaina. Ambas as reacdes ocorreram por 1 h, quando
entdo foram paradas pela adicao de acido tricloroacético 50%. A quantidade de fésforo produzido em
cada reacdo foi determinada utilizando-se um kit de reagentes especificos para a determinacéo do
fésforo e a leitura foi realizada a 620 nm. A diferenca na producédo de fésforo entre as duas reacoes foi
entdo considerada como sendo aquela atribuida a atividade da NKA. A concentragéo da proteina no
homogeneizado é determinada colorimetricamente, com base no método de Bradford, usando-se
albumina de soro bovino como padréo. Logo, a atividade da enzima foi expressa em mmoles Pi/mg
proteina/hora.

1.8.3 Composicéo ibnica corporal, hemolinfatica ou plasmética

Para a determinacdo da composicdo ibnica corporal, 0os microinvertebrados apanhados foram
rapidamente (30 s) lavados em &gua tipo MilliQ, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apds 96 h de
secagem em estufa (70°C), determinou-se o peso seco do material €, 0 mesmo foi digerido em &cido
nitrico 65% (SupraPur®, Merck). A partir das amostras digeridas de microinvertebrados, da hemolinfa
dos camardes e do plasma dos peixes previamente coletados, as amostras foram apropriadamente
diluidas para a andlise da composi¢do idnica (Ca, K, Mg e Na), a qual foi determinada por
espectrofotometria de absor¢éo atdmica no modo chama. Por sua vez, a concentragdo de cloretos foi
analisada, com auxilio de um kit comercial, pelo método de formagéo de cianeto férrico de enxofre. Os
resultados foram expressos em mg/g de peso Uumido. No que se refere a composicao ibnica

hemolinfatica e plasmética, os resultados foram expressos em mg/L.

1.8.4 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. Os homogeneizados foram realizados por maceracdo mecanica em mistura de tampéo
fosfato de potassio pH 7,46 e inibidor de protease. ApdOs centrifuga¢@o, o sobrenadante obtido foi
utilizado para as andlises das atividades da LDH e MDH. A avaliag&o da atividade de LDH foi realizada
através do kit comercial Desidrogenase Léatica LDH UV® fornecida pelo Bioclin®. Para a determinagéo
da atividade da MDH foram adicionados aos sobrenadantes dos homogeneizados uma solugéo
contendo acido oxaloacético (0,4 mM), MgClI2 (20 mM), NADH (150 uM) em tampé&o Tris-HCI (50 mM,
pH 7,4). Os procedimentos para as analises enzimaticas sao 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 reacdo catalisada pelas enzimas foi determinada por
espectrofotometria UV a 340 nm. A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados deu-se pelo
método de Bradford. As atividades enzimaticas foram expressas em Unidades enziméticas/mg de
proteina.
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1.8.5 Atividade de enzimas antioxidantes

Analisou-se as atividades da catalase (CAT) e da superoxido dismutase (SOD) nos homogeneizados
de tecidos preparados conforme descrito no item acima. A atividade da CAT foi determinada através
da andlise 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-oxidacao
do pirogalol, de acordo com o protocolo de Marklund e Marklund (1974). A dosagem de proteinas totais
dos homogeneizados deu-se pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas foram expressas em

Unidades enzimaticas/mg de proteina.

1.8.6 Lipoperoxidac¢éo (LPO)

A LPO foi determinada no material bioldgico utilizando-se um método espectrofotométrico em
microplaca, seguindo as recomendacdes do kit comercial TBARS Assay Kit, fornecido pela Chayman
Chemical. Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacao do malondialdeido (MDA),
produto da peroxidacao lipidica, com o acido tiobarbitarico. Esta reagdo ocorre em condi¢fes de acidez
e alta temperatura (95°C), gerando um cromdégeno fluorescente. A fluorescéncia gerada foi medida
utilizando-se um espectrofluorimetro (excitagdo: 520 nm; emisséo: 580 nm). Os dados foram calculados
com base em uma curva construida com solugées padrédo de MDA, sendo os resultados normalizados
em relacdo ao contelido de proteinas nas amostras, o qual foi determinado utilizando-se o método de
Bradford e expressos em nmol MDA/mg proteina.

1.8.7 Oxidacédo de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas foram determinados de acordo com um kit comercial de reagentes
OxiSelect™ Protein Carbonyl Fluorometric Assay, fornecido pela MyBiosource. Durante 0 ensaio, as
proteinas carboniladas (oxidadas) foram inicialmente derivatizadas com um fluoréforo especifico que
se liga ao grupo carbonila da proteina na proporcdo de 1:1. Ap6s, as proteinas foram precipitadas com
acido tricloroacético (TCA) e o fluoréforo livre removido por meio da lavagem do precipitado proteico
com acetona. Apés, a solubilizacéo do precipitado proteico em hidrocloreto de guanidina, a absorbancia
do produto proteina-fluoréforo foi determinada fluorimetricamente (emisséo: 485; excitagdo: 538 nm) e
0 contetdo de proteinas carboniladas calculado. Os resultados foram expressos em nmol PC/mg

proteina.
1.8.8 Danos de DNA

O TR4 estipula a realizacdo de, pelo menos, duas das cinco metodologias diferentes previstas para
avaliacdo de danos a molécula de DNA (deteccao de sitios AP através de kit comercial, ensaio do
vermelho neutro, teste de microndcleo, ensaio cometa, e deteccdo de caspases por

imunohistoquimica). Considerando que todas estas metodologias estdo associadas ao mesmo
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biomarcador de efeito (danos ao DNA) e, portanto, fornecem dados semelhantes, as amostras foram
testadas através de duas técnicas com alta sensibilidade: a andlise de sitios AP e o teste do

microndcleo (MN).

Para a analise de sitios AP (sitios apurinicos/apirimidicos) no material genético, 0 DNA gendmico foi
previamente isolado utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, fornecido pela Promega Corporation). A analise 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¢Bes 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 teste de micronucleo (MN), foram utilizadas
as amostras de hemolinfa dos crustdceos e de sangue dos peixes coletadas durante as periodo
chuvosos 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 rpm, por 5 min), com retirada de 50 yL com micropipeta, colocada junto ao fundo
do tubo. Este volume de material foi gotejado na lateral da Iamina, sendo espalhado por esfregago com
auxilio de outra lamina. O procedimento foi realizado individualmente, com a obtencdo de trés
laminas/individuo, as quais foram secas ao ar e fixadas com solugdo metanol por cerca de 20 min, com
nova secagem em temperatura ambiente. Em seguida, as l[Aminas foram coradas com solu¢éo de
Giemsa 2%, preparada em tampao fosfato pH 8,0 (Na2HPO4; KH2PO4), também por 20 min. Apos 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 microscopio 6ptico comum e as
células micronucleadas foram contadas. As trés laminas de cada individuo foram avaliadas em aumento
de 1000 x, com avaliagcéo de 1000 células em cada lamina, sendo, entdo, quantificado o niumero de
células micronucleadas por 1000 células analisadas (frequéncia em %o). Cabe ressaltar que, devido as
dificuldades metodolégicas enfrentadas no campo, durante o processamento das laminas de hemolinfa,
as mesmas nao puderam ser devidamente analisadas, visto o reduzido nimero de hemdécitos e a baixa
integridade estrutural destas células, o que inviabilizou a apresentacdo do resultado de MN para as

espécies de crustaceos coletadas pelo Anexo 1 nos distintos ambientes monitorados.
1.8.9 Danos morfoldgicos

Efeitos histopatoldgicos foram avaliados nas amostras de branquias e figado dos peixes. Fragmentos
de figado e branquias foram imersos em solugéo de Bouin por 6 - 8 h, desidratados em concentra¢cdes
crescentes de élcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material foi seccionado em
micrétomo rotativo. As secgBes obtidas foram coradas com hematoxilina/eosina e tricémio de Mallory.
Algumas laminas foram submetidas a técnica de coloragao PAS, para isso, foram banhadas em &cido
periddico 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 colora¢éo com
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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 extensdo das lesdes
observadas nos érgados analisados. As alteracdes foram classificadas em cinco padrdes 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 = padréo de
reacéo, alt = alterac&o, a = extens&o da lesdo e w = grau de importancia. Ja o indice de Reac&o (Irp)
avalia a gravidade das alteracdes identificadas e foi obtido pelo somatério do produto da multiplicacéo
do tamanho da lesao pela relevancia patoldgica (Irp = Zalt (a x w), onde rp = padréo de reacéo, alt =

alteracao, a = extensao da lesdo e w = grau de importancia).

1.8.10 Biomarcadores de desregulacdo endo6crina

Também foram realizadas andlises de biomarcadores de desregulacdo enddcrina, vitelogenina e
proteinas da zona radiata, 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, Ml, EUA), cujo principio de
analise utiliza o método espectrofotométrico ELISA em microplaca

1.9 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados no &mbito do PMBA/Fest-RRDM para classificar amostras
de 4gua e sedimento, coletadas na por¢éo capixaba do Rio Doce, quanto a sua toxicidade, cumprindo
com o disposto no TR4. Os pontos de amostragem foram: RGU-01 e RDO-11, afluente e calha do Rio
Doce, respectivamente, localizados em Baixo Guandu, RDO-13, situado na calha do Rio Doce em
Colatina e RDO-16 localizado na porcdo estuarina do Rio Doce. Destes pontos, o RDO-11 e RDO-13
foram incluidos na malha amostral para ensaios de toxicidade a partir do Ano 2, mediante aprovagao
da CTBio (Nota Técnica no 8/2019/CTBio/DIBIO/ICMBIio [22/03/2019]) (Quadro 3). A avaliacédo
toxicologica das amostras de agua, elutriato de sedimento e sedimento total, coletadas, armazenadas
e preparadas segundo a norma da ABNT NBR 15469, deu-se por meio de ensaios nhormatizados com
organismos bioindicadores de diferentes niveis da cadeia tréfica, incluindo microalgas, microcrustaceos
e peixes em diferentes estagios de desenvolvimento (Tabela 2). Para o céalculo 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 os organismos mais sensiveis foram valorizados, recebendo
maior nimero na escala de sensibilidade. A valorizagéo das espécies mais sensiveis é importante para
que o impacto ndo seja subestimado. Os valores de toxicidade foram usados para classificar as

amostras desde nao-toxicas a altamente téxicas (Tabela 3).
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Vale lembrar que, para cada ponto amostral, esta classificacao 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 classificacao foi usado para
0 Ano 1, Ano 2 e Ano 3 para os ambientes dulcicola e marinho.

Com relacéo aos ensaios, a empresa Aplysia realizou nas campanhas 7 (marco de 2021) e 8 (jul/ago
de 2022) os seguintes testes agudos e crénicos com 0s seguintes organismos: 0S microcrustaceos
Ceriodaphnia dubia (ABNT NBR 13373), Daphnia similis (agudo - ABNT NBR 12713 e crénico — OECD
211) e Hyalella sp (ABNT NBR 15470), e peixes da espécie Danio rerio nos estagios larval (ABNT NBR
15499) e adulto (ABNT NBR 15088). Os ensaios realizados com a microalga Raphidoceles subcapitata
(ABNT NBR 12648) sao feitos no laboratério de microalgas, no Instituto de Biociéncias da FURG, por
responsabilidade da equipe de Ecotoxicologia. Durante todas as campanhas anteriores, todos 0s
ensaios foram realizados na FURG. E importante ressaltar, que no Periodo de Transi¢&o (set/out de
2019 e jan/fev de 2020) nao foram realizados ensaios com embrides de D. rerio (FET TEST, OECD
236), com anuéncia prévia da CTBio, em fun¢do dos resultados terem sido inconclusivos para o Ano 1
(Nota Técnica no 8/2019/CTBio/DIBIO/ICMBIo [22/03/2019]). Além disso, incorporamos 0 ensaio
crdnico com C. dubia, em substituicdo ao ensaio com D. magna cronico (ambos os ensaios foram
propostos no Plano de Trabalho). Os ensaios sdo equivalentes do ponto de vista ecotoxicoldégico, com
o de C. dubia apresentando a vantagem de avaliar a toxicidade cronica de forma mais rapida e,
portanto, ser mais comumente utilizado. Enquanto os testes semicrénicos com C. dubia tem duracgao
de 7 dias, o ensaio crénico com D. magna dura 21 dias, porém em ambos se considera a reproducao

(nimero de neonatos) dos claddceros representativos do zooplancton (Tabela 2).

Quadro 3 - Pontos amostrais no Rio Doce e estuario onde foram coletadas amostras de agua e sedimento usadas para os
testes de toxicidade realizados no Ano 1 (Campanha 1, periodo chuvoso — set/out 2018 e Campanha 2, periodo chuvoso —
jan/fev 2019), Ano 2 (Campanha 3, periodo chuvoso — set/out 2019 e Campanha 4, periodo chuvoso — jan/fev 2020) e Ano 3
(Campanha 5, periodo chuvoso - jan/fev 2021 e Campanha 6, periodo seco - jul/ago 2021).

AMBIENTE ANO 1 ANOS 2e 3
RGU-01
RGU-01 RDO-11
Dulcicola
RDO-16 RDO-13
RDO-16
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Tabela 2: Resumo dos ensaios de toxicidade realizados com amostras de agua e sedimento (bruto ou elutriato) coletados na malha amostral dulcicola do Anexo 1 (ver Quadro 3).
Informacao Microalga Microcrustaceo Microcrustaceo Microcrustaceo Peixe Peixe
&
Espécie Sk i
Raphidocelis Daphnia similis® Hyalella spp?® Danio rerio (larva)? Danio rerio (adulto)*
i 1
subcapitata Ceriodaphnia dubia2
Colecgéo de Cultivo
. de Microalgas ) ) ) )
Procedéncia do o Cultivo da Empresa Cultivo da Empresa Cultivo da Cultivo da ) )
) Dulciaquicolas R Aolvsi £ Aolvsi £ Aolvsi Cultivo da Empresa Aplysia
organismo plysia plysia mpresa Aplysia mpresa Aplysia
(CCMD) — CHO12 -
ICB/FURG
Agua i N ) ) o ) Agua ) o _
. . . Agua Superficial/Elutriato Agua Superficial/Elutriato . . . Agua Superficial/Elutriato
Matriz Superficial/Elutriato ) ) Sedimento Bruto | Superficial/Elutriato )
) de Sedimento de Sedimento ) de Sedimento
de Sedimento de Sedimento
Tipo do teste Cronico Semicrdnico Agudo Agudo/Crdnico Cronico Agudo
3 ABNT NBR
Método ABNT NBR 12648 ABNT NBR 13373 ABNT NBR 12713 15470 ABNT NBR 15499 ABNT NBR 15088
Duracao do ) . ) )
. 72 h 7 dias 48 h/21 dias 10 dias 7 dias 48 h
Ensaio
Relatério Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest
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Informacgéo Microalga Microcrustaceo Microcrustaceo Microcrustaceo Peixe Peixe

) Inibicéo da ) ) ) .
Indicador de o Mortalidade/Numero de Mortalidade/Numero de ) ) ]

. multiplicacdo das o o Mortalidade/Peso Mortalidade Mortalidade
toxicidade 3 neonatos viaveis neonatos viaveis

algaceas
Legenda: * https://alchetron.com/Raphidocelis-subcapitata; 2 http://cfb.unh.edu; 2Acervo do projeto; * http://zfin.org/.

Relatério Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest

18


http://cfb.unh.edu/
http://zfin.org/

N
<)

3
S )

U
W
‘;7\-\3

Iy

INIVER

ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia
Quadro 4 - indice de severidade atribuido de acordo com severidade da resposta observada nos ensaios de toxicidade. O

parametro mais toxico é classificado com maior valor.
Resposta Observada indice
Letal 2
Subletal (desenvolvimento, crescimento, fecundacéo e reproducéo) 1

Quadro 5 - indice de sensibilidade dos organismos de acordo com os modelos bioldgicos usados nos ensaios de toxidade. Os
valores séo 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, embrifes e larvas de peixes) 3
Peixes juvenis 2
Peixes adultos 1

Tabela 3 - Classificacdo da amostra com rela¢é@o ao valor de toxicidade.

Classificagdo da amostra

Valor de Toxicidade

Moderadamente téxica

Levemente téxica

N&o toxica

Fonte: Adaptado de Bulich,1982.
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1.10 INDICE DE IMPACTO ECOTOXICOLOGICO (lIE)
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Quadro 6 - Descricdo metodoldgica do indice de Impacto Ecotoxicolégico (IIE). Os niveis e respectivos valores foram atribuidos
de acordo com o tipo de resposta biolégica (do menor para o maior): bioacumulag&o (contaminacéo dos organismos),
biomarcador (resposta bioldgica de exposicao e efeito em nivel organismico) e microbiologia (resposta biolégica em nivel de

comunidade).

Relatério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM

Niveis Descricao de cada Calculo de cada Pizgge Célculo do IIE IEE
ecotoxic. critério critério o por nivel Maximo
critério
Dados pretéritos: Clpiancton=2M/n Cl1l* 3%
M= 0 inferior/1 superior
Clcamartéo =>M/n Cl1*3%
n= namero de metais
Nivel 1 comparados Clpeixe ==M/n C1*3%
Bioacumulagéo 2(c1*3%) 18
(18%) IBR Bioacumulag&o: | IBRpiancton /IBRmax | C1* 3%
Normalizado pelo valor
maximo de ocorréncia | IBRcamartso /IBRmax | C1 * 3%
entre campanhas e
setores. IBRpeixe /IBRmax Cl1*3%
|BRp|éncton /IBRmax C2*9%
Nivel 2 2(c2*9%)
Biomarcador IBR Biomarcador IBRcamartso /IBRmax | C2 * 9% 27
(27%)
|BRpeixe /lBRmax C2 * 9%
Taxons C3*
bioindicadores: 2 Tagua / Tmax 27,5%
=0 anci
Nivel 3 T=% att;l:(r;(:]anma do
Microbiologia ' 2(c3*27.5%) 55
0, . *
(55%) Normalizado pelo valor | s T.gmento / Tmax e3
maximo de ocorréncia 27,5%
entre campanhas e
setores.
Nao Levemente Moderadamente Impactado Altamente
ClassificagZo IIE impactado Impactado Impactado Impactado
1<IlE<15 15<IIE <50
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2 SCRIPT RPARA PCA’S

O script em R desenvolvido para analise das PCA’s sera enviado em um arquivo zipado, jundo com os

demais arquivos necessarios para sua excecucao.

A
#### BIOACUMULACAO METAIS DULCICOLA ###

# # pacotes usados ja defi'nidos em .Rprofile
# require(readxl)

# require(dplyr)

# require(tidyr)

# DULCICOLA

### SET ARQUIVOS  ####
rm(list = Is())
load("data/dulc.met.RData")

# PLANCTON

## Matriz Plancton. Exportar IBR e depois filtrar campanha 7

# unique(dulc.m$sp)

planc <- dulc.m %>% filter(str_detect(sp,"pIncton")) %>% select(-(Na:Mg))
# unique(planc$sp)

planc %<>% select(-replica,-data,-tecido) %>%
group_by(campanha,ponto,sp) %>% summarise_all(mean,na.rm=TRUE)

ambiente <- read_xIsx("ambientes_dulc.xlsx")
planc <- mutate(planc,ambiente=ponto,.after = ponto)
for (i in 1:nrow(ambiente)) {
planc$ambiente <- gsub(paste(ambiente$ponto[i],"$",sep=""),
ambiente$ambiente[i],planc$ambiente)

unique(planc$ambiente)

# # Exportar as médias para IBR
write.csv(planc,"DULC/dulc_metal_planc.csv")

# ## médias por ponto juntando os tecidos

# planc_ponto <- select(dulc.m,-replica,-sp,-data,-tecido) %>%

# group_by(campanha,ponto) %>% summarise_all(mean,na.rm=TRUE)
# # adicionar coluna do ambiente de cada ponto p grafico

# ambiente <- read_xIsx("ambientes_dulc.xIsx")

# planc_ponto <- mutate(planc_ponto,ambiente=ponto,.after = ponto)

# for (i in 1:nrow(ambiente)) {

# planc_ponto$ambiente <- gsub(ambiente$pontoli],ambiente$ambiente[i],planc_ponto$ambiente)
#}

# # Exportar as médias para IBR

# write.csv(planc_ponto,"DULC/dulc_metal_planc_ponto.csv")

H HHH HEHE HEHE HHE HHE HHHE HHHE R S R R

# PCA - PLANCTON CAMP 7

planc?7 <- planc %>% filter(campanha==7)

unique(planc$sp)

planc7$sp %<>% gsub("Fitopincton","f",.) %>%
gsub("Zooplncton","z",.)

x <- planc7 %>% gather(analise,valor,-campanha,-sp,-ambiente,-ponto,na.rm = TRUE) %>%
arrange(ponto,sp,analise)

x$analise <- paste(x$analise,x$sp,sep = "_")

# str(x)

y <- select(x,-campanha,-sp) %>% spread(analise,valor)
y <- select(ungroup(y),ponto,ambiente,contains("_f"),contains("_z"))

planc7 <-y
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# PCAS - PLANCTON
require(FactoMineR)
require(factoextra)

MP= as.data.frame(planc7)[,3:length(planc?)] #Matriz
row.names(MP) <- planc7$ponto

require(BBmisc)

MP2<-normalize(MP, method="standardize") # from require(BBmisc)
MP2

res.pca <- PCA(MP2, graph = FALSE)

# Extract eigenvalues/variances
get_eig(res.pca)
# Visualize eigenvalues/variances
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = c(0, 50),
title = "Autovalores - Dulcicola Metais Plancton - 73Campanha")

ggsave("DULC/Auto_dulc_metal_planc_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg="white", compression = 'lzw")

fviz_pca_biplot(res.pca,
# Individuals
geom.ind = c("point","text"),
mean.point=FALSE,
fillind = planc7$ambiente, col.ind = "black",
# pointshape = ¢(21,22,22,21,22,22,24,24,24,24,23),
pointshape = 21,
pointsize = 3,
labelsize=3,
palette = c("#FFFFFF","#B2A496","#866A52","#592F0E"),
addEllipses = FALSE,
# Variables
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE,
title = "Dulcicola Metais Plancton - 72Campanha") +
labs(color = "Contrib" fill = "Ambiente") +
coord_fixed(ratio = 1)

ggsave("DULC/dulc_metal_planc_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw')

£ R S R SR AR

# QUIRO

## Matriz Plancton. Exportar IBR e depois filtrar campanha 7

# unique(dulc.m$sp)

qui <- dulc.m %>% filter(str_detect(sp,"quironom")) %>% select(-(Na:Mg))
# unique(quissp)

qui %<>% select(-replica,-data,-sp,-tecido) %>%
group_by(campanha,ponto) %>% summarise_all(mean,na.rm=TRUE)

ambiente <- read_xIsx("ambientes_dulc.xIsx")
qui <- mutate(qui,ambiente=ponto,.after = ponto)
for (i in 1:nrow(ambiente)) {
qui$ambiente <- gsub(paste(ambiente$pontol[i],"$",sep=""),
ambiente$ambiente[i],qui$ambiente)

unique(quisambiente)
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# # Exportar as médias para IBR
write.csv(qui,"DULC/dulc_metal_qui.csv")

# HIHE HEHE T HHHE S

# PCA - QUIRO CAMP 7

qui7 <- ungroup(qui) %>% filter(campanha==7) %>% select(-campanha)

i ERE Hi R SR SR S g
# PCAS - QUIRO
require(FactoMineR)
require(factoextra)

MP= as.data.frame(qui7)[,3:length(qui7)] #Matriz
row.names(MP) <- qui7$ponto

require(BBmisc)

MP2<-normalize(MP, method="standardize") # from require(BBmisc)
MP2

res.pca <- PCA(MP2, graph = FALSE)

# Extract eigenvalues/variances
get_eig(res.pca)
# Visualize eigenvalues/variances
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = c(0, 50),
title = "Autovalores - Dulcicola Metais Quironomideos - 72Campanha")

ggsave("DULC/Auto_dulc_metal_qui_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw")

fviz_pca_biplot(res.pca,
# Individuals
geom.ind = c("point","text"),
mean.point=FALSE,
fillind = qui7$ambiente, col.ind = "black",
# pointshape = ¢(21,22,22,21,22,22,24,24,24,24,23),
pointshape = 21,
pointsize = 3,
labelsize=3,
palette = c("#FFFFFF","#B2A496","#866A52","#592F0E"),
addEllipses = FALSE,
# Variables
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE,
title = "Dulcicola Metais Quironomideos - 72Campanha") +
labs(color = "Contrib" fill = "Ambiente") +
coord_fixed(ratio = 1)

ggsave("DULC/dulc_metal_qui_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw")

# HHH A A A R

# CAMARAO

## Matriz Plancton. Exportar IBR e depois filtrar campanha 7

# unique(dulc.m$sp)

cam <- dulc.m %>% filter(str_detect(sp,"Crustceo")) %>% select(-(Na:Mg))
# unique(cam$sp)

cam %<>% select(-replica,-data,-sp) %>%
group_by(campanha,ponto,tecido) %>% summarise_all(mean,na.rm=TRUE)

ambiente <- read_xIsx("ambientes_dulc.xIsx")
cam <- mutate(cam,ambiente=ponto,.after = ponto)
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for (i in 1:nrow(ambiente)) {
cam$ambiente <- gsub(paste(ambiente$pontoli],"$",sep=""),
ambiente$ambienteli],cam$ambiente)
# unique(cam$ambiente)

# # Exportar as médias para IBR
write.csv(cam,"DULC/dulc_metal_Smus_cam.csv")

# PCA - CAMARAO CAMP 7

## Matriz Crustaceo e CAMP7
cam?7 <- ungroup(cam) %>% filter(campanha==7) %>% select(-campanha)

unique(cam7$tecido)
cam7$tecido[cam7$tecido=="Brq"] <- "b"
cam7$tecido[cam7$tecido=="Fig/Hep"] <- "h"
cam7$tecido[cam7$tecido=="Mus"] <- "m"

x <- cam7 %>% gather(analise,valor,-ponto,-ambiente,-tecido,na.rm = TRUE) %>%
arrange(ponto,tecido,analise)

x$analise <- paste(x$analise,x$tecido,sep ="_")

# str(x)

y <- select(x,-tecido) %>% spread(analise,valor)
y <- select(y,ponto,ambiente,contains("_b"),contains("_h"),contains("_m"))

cam7 <-y

# HHHE HHE
# PCAS - CAMARAO
require(FactoMineR)
require(factoextra)

MP= as.data.frame(cam7)[,3:length(cam7)] #Matriz
row.names(MP) <- cam7$ponto

require(BBmisc)

MP2<-normalize(MP, method="standardize") # from require(BBmisc)
MP2

res.pca <- PCA(MP2, graph = FALSE)

# Extract eigenvalues/variances
get_eig(res.pca)
# Visualize eigenvalues/variances
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = ¢(0, 50),
title = "Autovalores - Dulcicola Metais (S/mus) Camarao - 723Campanha")

ggsave("DULC/Auto_dulc_met_Smus_cam_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw")

fviz_pca_biplot(res.pca,
# Individuals
geom.ind = c("point","text"),
mean.point=FALSE,
fillind = cam7$%ambiente, col.ind = "black",
# pointshape = ¢(21,22,22,21,22,22,24,24,24,24,23),
pointshape = 21,
pointsize = 3,
labelsize=3,
# palette = c("#FFFFFF","#555555""#AAAAAA","#000000"),
palette = c("#FFFFFF","#B2A496","#866A52","#592F0E"),
addEllipses = FALSE,
# Variables
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE,
title = "Dulcicola Metais (S/mus) Camarao - 723Campanha") +
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labs(color = "Contrib" fill = "Ambiente") +
coord_fixed(ratio = 1)

ggsave("DULC/dulc_met_Smus_cam_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = ‘'lzw")

i ERE i e SR SR S g

# PEIXES

## Matriz Plancton. Exportar IBR e depois filtrar campanha 7

# unique(dulc.m$sp)

px <- dulc.m %>% filter(str_detect(sp,"Peixe")) %>% select(-(Na:Mg))
# unique(px$sp)

class_px <- read_xIsx("Classificagdo Peixes- Cientifico_30-11-22.xlsx","DULC")
class_px$sp <- str_replace_all(class_px$sp,"[*A-Za-z,]","")

px <- mutate(px,habito="N",.after=sp)

for (i in L:nrow(class_px)){
# px$ambiente <- gsub(paste(class_px$splil,"$",sep=""),
# class_px$habitol[i],px$habito)
# k <- grep(paste("",spli],"$",sep = "),class_peixe$peixe)
k <- which(class_px$splil==px$sp)
px$habito[k] <- class_px$habitoli]

# sum(px$habito=="N")
# sum(is.na(px$habito))

px %<>% select(-replica,-data,-sp) %>%
group_by(campanha,ponto,habito,tecido) %>% summarise_all(mean,na.rm=TRUE) %>%
arrange(habito,campanha,ponto,tecido)

ambiente <- read_xIsx("ambientes_dulc.xIsx")
px <- mutate(px,ambiente=ponto,.after = ponto)
for (i in 1:nrow(ambiente)) {
px$ambiente <- gsub(paste(ambiente$ponto[i],"$",sep=""),
ambiente$ambiente[i],px$ambiente)
}

# unique(px$ambiente)

# # Exportar as médias para IBR
write.csv(px,"DULC/dulc_metal_Smus_px.csv")

# PCA - CAMP 7

px7 <- ungroup(px) %>% filter(campanha==7) %>% select(-campanha)

unigue(px7$tecido)
px7$tecido[px7$tecido=="Brq"] <- "b"
px7S$tecido[px7$tecido=="Fig/Hep"] <- "h"
px7$tecido[px7$tecido=="Mus"] <- "m"

X <- px7 %>% gather(analise,valor,-ponto,-ambiente,-tecido,-habito,na.rm = TRUE) %>%
arrange(ponto,tecido,analise)

x$analise <- paste(x$analise,x$tecido,sep ="_")

# str(x)

y <- select(x,-tecido) %>% spread(analise,valor)
y <- select(y,ponto,ambiente,habito,contains("_b"),contains("_h"),contains("_m"))

px7.c <-y %>% filter(habito=="C") %>% select(-habito)
pX7.0 <- y %>% filter(habito=="0") %>% select(-habito)
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# PCAS - PEIXES CARNIVOROS ####
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require(FactoMineR)
require(factoextra)

MP= as.data.frame(px7.c)[,3:length(px7.c)] #Matriz
row.names(MP) <- px7.c$ponto

require(BBmisc)

MP2<-normalize(MP, method="standardize") # from require(BBmisc)
MP2

res.pca <- PCA(MP2, graph = FALSE)

# Extract eigenvalues/variances
get_eig(res.pca)
# Visualize eigenvalues/variances
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = c(0, 50),
title = "Autovalores - Dulcicola Metais S/mus Peixes Carnivoros - 723Campanha")

ggsave("DULC/Auto_dulc_met_Smus_px-c_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = ‘'lzw')

fviz_pca_biplot(res.pca,
# Individuals
geom.ind = c("point","text"),
mean.point=FALSE,
fillind = px7.c$ambiente, col.ind = "black",
# pointshape = c¢(21,22,22,21,22,22,24,24,24,24,23),
pointshape = 21,
pointsize = 3,
labelsize=3,
# palette = c("#FFFFFF","#555555""#AAAAAA","#000000"),
palette = c("#FFFFFF","#B2A496","#866A52","#592F0E"),
addEllipses = FALSE,
# Variables
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE,
title = "Dulcicola Metais S/mus Peixes Carnivoros - 72Campanha") +
labs(color = "Contrib" fill = "Ambiente") +
coord_fixed(ratio = 1)

ggsave("DULC/dulc_met_Smus_px-c_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw')

£ R S R SR AR

# PCAS - PEIXES ONIVOROS #i###
require(FactoMineR)
require(factoextra)

MP= as.data.frame(px7.0)[,3:length(px7.0)] #Matriz
row.names(MP) <- px7.0$ponto

require(BBmisc)

MP2<-normalize(MP, method="standardize") # from require(BBmisc)
MP2

res.pca <- PCA(MP2, graph = FALSE)

# Extract eigenvalues/variances
get_eig(res.pca)
# Visualize eigenvalues/variances
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = ¢(0, 50),
title = "Autovalores - Dulcicola Metais S/mus Peixes Onivoros - 72Campanha”)

ggsave("DULC/Auto_dulc_met_Smus_px-0_7.tiff",

units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = 'lzw")
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fviz_pca_biplot(res.pca,
# Individuals
geom.ind = c("point","text"),
mean.point=FALSE,
fillind = px7.0$ambiente, col.ind = "black",
# pointshape = ¢(21,22,22,21,22,22,24,24,24,24,23),
pointshape = 21,
pointsize = 3,
labelsize=3,
# palette = c("#FFFFFF","#555555","#AAAAAA","#000000"),
palette = c("#FFFFFF","#B2A496","#866A52","#592F0E"),
addEllipses = FALSE,
# Variables
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE,
title = "Dulcicola Metais S/mus Peixes Onivoros - 73Campanha") +
labs(color = "Contrib" fill = "Ambiente") +
coord_fixed(ratio = 1)

ggsave("DULC/dulc_met_Smus_px-o_7.tiff",
units="cm", width=21, height=16, dpi=96,
bg= "white", compression = ‘'lzw')

B e
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