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MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO DOS IMPACTOS CAUSADOS PELA
LAMA ORIUNDA DO ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE MARIANA (MG) EM
REGIOES DULCICOLAS, ESTUARINAS E MARINHAS (ANEXO 1)
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2. ESCOPO

Este documento visa detalhar o monitoramento ecotoxicoldégico dos impactos causados pelo
desastre ocorrido em Mariana (MG), com graves consequéncias para 0s ecossistemas dulcicolas,
estuarinos e costeiros. O monitoramento ecotoxicolégico sera semestral englobando diferentes niveis
da cadeia trofica, incluindo a microbiota, 0os recursos pesqueiros (peixes e crustaceos), a avifauna, a
herpetofauna e a mastofauna aquatica. Conforme definido no Anexo 1 do TR4 e, posteriormente, na
Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI, amostras de 4gua e sedimento serdo coletadas em 10
pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuério. Com relacdo aos
pontos amostrais na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, salientamos que existe uma
incompatibilidade entre o nimero de pontos amostrais indicados ao longo do Anexo 1 para as
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diferentes coletas a serem realizadas. No item "Areas de estudo" do Anexo 1 do TR4, existe a
mencéo de que na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, um primeiro conjunto de estagdes de

amostragem devera contemplar 30 pontos de coleta de amostras, citando a Figura 2 e a Tabela 1 do
referido Anexo: Regido de Abrolhos (3 pontos de amostragem), Itainas — Conceicdo da Barra/ES (2
pontos de amostragem), Barra Nova - S&o Mateus/ES (2 pontos de amostragem), Degredo —
Linhares/ES (2 pontos de amostragem), Foz do Rio Doce — Linhares/ES (6 pontos de amostragem),
APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES (11 pontos de amostragem), Vitéria/ES (2
pontos de amostragem) e APA de Setiba - Guarapari/ES (2 pontos de amostragem). No entanto, a
Tabela 1 do Anexo 1 do TR4 fornece as coordenadas geogréficas para apenas 28 pontos de
amostragem, sendo apenas 9 pontos de amostragem (e ndo 11 pontos de amostragem) na APA
Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES. Por sua vez, a definicdo do nimero de pontos
amostrais a serem utilizados para as coletas de agua, sedimento e biota, fica bem clara e evidente na
descricdo do item 3 "Metodologia e Periodicidade" do Anexo 1 do TR 4. Neste caso, o item 3.1.
"Amostras de agua" do Anexo 1 do TR 4 cita a mesma Figura (Figura 2) e Tabela (Tabela 1) do
referido Anexo, deixando explicito que as amostras de dgua deverdo ser coletadas em 21 pontos de
amostragem na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Da mesma forma, o item 3.2.
"Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de sedimento e agua da Foz do Rio Doce e regido costeira"
do Anexo 1 do TR4 estabelece que os testes ecotoxicolégicos serdo realizados com as amostras de
agua e sedimento coletadas nos mesmos 21 pontos de amostragem mencionados no item 3.1.
"Amostras de agua" do referido Anexo. Portanto, salienta-se a necessidade de unificar o nUmero de
pontos amostrais para as coletas de agua (item 3.1 do Anexo 1 do TR4), testes toxicolégicos com
agua e sedimento (item 3.2. do Anexo 1 do TR4), analises na biota (item 3.3. do Anexo 1 do TR4),
andlises da microbiota na agua e no sedimento (item 3.4. do Anexo 1 do TR4) e andlises quimicas no
sedimento (item 3.7. do Anexo 1 do TR4), visando a adequada execug¢do do monitoramento
ecotoxicolégico pretendido, bem como a adequada interpretacdo dos dados a serem obtidos e a
integracdo dos mesmos com aqueles ja obtidos durante as 5 expedicdes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicoldgico promovidas pelo ICMBiIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente. Cabe ressaltar que estas expedi¢des anteriores promovidas pelo
ICMBIio contemplaram 21 pontos de amostragem, dentre aqueles 28 pontos de amostragem
elencados na Tabela 1 do Anexo 1 do TR4. Portanto, ho ambito do presente Plano de Trabalho, o
conjunto de estacdes de amostragem contemplard apenas os mesmos 21 pontos de amostragem
(Tabela 1 do presente documento) que jA vém sendo monitorados no ambito das expedi¢des do
ICMBIo, dentre aqueles indicados para a area de abrangéncia apresentada no Anexo 1 do TR4, a
saber: Regido de Abrolhos (3 pontos de amostragem), Italinas — Conceicdo da Barra/ES (2 pontos de
amostragem), Barra Nova - Sdo Mateus/ES (2 pontos de amostragem), Degredo — Linhares/ES (2
pontos de amostragem), Foz do Rio Doce — Linhares/ES (6 pontos de amostragem), APA Costa das
Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES (2 pontos de amostragem), Vitéria/ES (2 pontos de
amostragem) e APA de Setiba - Guarapari/ES (2 pontos de amostragem). Por fim, cabe destacar que
a adocao destes 21 pontos de amostragem para o programa de monitoramento em questao também
se justifica com base na auséncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos para as
diferentes areas da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, observada especialmente nas
tltimas expedicdes de monitoramento e pesquisa promovidas pelo ICMBio em 2017 e 2018. Portanto,
do ponto de vista técnico e cientifico, ndo se justifica atualmente a avaliacdo ecotoxicologica de
amostras ambientais e biolégicas oriundas de uma area restrita (APA Costa das Algas e REVIS de
Santa Cruz — Aracruz/ES) com uma alta densidade de pontos de amostragem (11 pontos de
amostragem; 36,7% do total de pontos amostrais), especialmente considerando-se a enorme
extensdo de toda area a ser monitorada (Figura 2 do Anexo 1 do TR4). As amostras coletadas nos 21
pontos de amostragem da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente serdo analisadas quanto a
contaminagcdo por metais e o potencial de toxicidade para a biota. Analises de parametros fisico-
quimicos da agua também serdo realizadas nos 31 pontos amostrais (10 pontos de amostragem no
Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario e 21 pontos de amostragem na foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente). Amostragens de agua e sedimento para avaliagdo da composicdo da
microbiota serédo realizadas em 10 pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario, bem como em 21 pontos amostrais na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.
Amostras de corais para avaliacdo da composicdo da microbiota serdo realizadas em 3 pontos de
coleta no Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e em recifes-controle fora de possiveis rotas de
dispersdo dos sedimentos. Amostragens de plancton, invertebrados e peixes para avaliacdo da
acumulacé@o de metais e respostas de biomarcadores serdo realizadas em 10 pontos de amostragem
no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, bem como em 21 pontos de amostragem na foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente. Amostragens de invertebrados para avaliacdo da
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acumulacdo de metais e respostas de biomarcadores também serdo realizadas em 10 pontos de
amostragem no ambiente praial e em 6 pontos de amostragem nos manguezais. Amostragens de
aves para avaliacdo da acumulacao de metais seréo realizadas em 5 &reas: estuarina, manguezais,
costeira e marinha (a bordo e em Abrolhos). As coletas de amostras de aves no estuario, manguezais
e regido costeira estdo descritas no presente Anexo. Por sua vez, as coletas de amostras de aves
marinhas (a bordo e em Abrolhos) sdo aquelas descritas no Anexo 6 do TR4. As amostragens de
quelbnios e cetdceos para a avaliagcdo dos niveis de contaminantes (metais, organoclorados,
organobromados e HPAS) serdo realizadas em individuos encontrados nas praias do litoral norte
capixaba. As coletas dessas amostras sdo aquelas descritas no Anexo 6 do TR4. Todas as analises
das amostras de cetaceos serdo realizadas no ambito do Anexo 6 do TRA4.

3. OBJETIVOS
O monitoramento ecotoxicoldgico descrito no presente documento tem como objetivos:

(a) investigacéo dos efeitos causados pela exposi¢do cronica e aguda ao sedimento e a agua de
regifes dulcicolas, estuarinas e marinhas, através de testes de toxicidade em laboratério
utilizando organismos dulcicolas, estuarinos e marinhos como bioindicadores;

(b) avaliagdo das concentracdes de metais na 4gua, no sedimento e em organismos dulcicolas,
estuarinos e marinhos de diferentes niveis da cadeia tréfica, incluindo os produtores primarios
(fitoplancton) e secundarios (zooplancton), os recursos pesqueiros (peixes e crustaceos) das
regides dulcicola, estuarina e marinha, bem como a avifauna, herpetofauna e mastofauna
estuarina e marinha;

(c) analise de biomarcadores de exposicéo e efeito de metais em organismos dulcicolas, estuarinos
e marinhos de diferentes niveis da cadeia trofica;

(d) avaliacdo da microbiota e deteccao de bioindicadores de impactos ambientais no sedimento e na
agua na Area Ambiental 1 e na regifo costeira adjacente a foz do Rio Doce, bem como em
corais de recifes préximos ao sul do Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, e em recifes-
controle fora de possiveis rotas de dispersdo dos sedimentos.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Os resultados obtidos nas analises pretéritas realizadas no dmbito das 5 expedicdes de
pesquisa e monitoramento ecotoxicoldgico promovidas pelo ICMBio (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente demonstram a existéncia de toxicidade crénica bem
acentuada, assim como a contamina¢do por metais na 4gua coletada nas diferentes areas de estudo,
sendo que em muitos casos 0s hiveis observados representam concentracdes acima dos limites
permitidos para as aguas de Classe |, conforme definido pela Resolucdo 357, de 17 de marco de
2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Também foram detectados niveis
elevados de bioacumulacdo corporal de alguns metais, especialmente ferro (Fe), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb), nas amostras de zooplancton e contaminacdo das amostras de musculo dos pescados
analisados (crustaceos e peixes), acima dos limites permitidos pela legislagao vigente, a Resolucado
da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria RDC no 42, de 29 de Agosto de
2013 (ANVISA, 2013), que dispde sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre "Limites
Méaximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos". Diante deste contexto e considerando os
impactos observados, o programa de monitoramento ecotoxicoldgico visa atingir as seguintes metas:

Meta 1- Monitoramento ecotoxicolégico do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario.

O monitoramento ecotoxicolégico do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario sera
realizado através da avaliacdo da qualidade da agua, do sedimento e da biota. Este monitoramento
sera baseado em: (a) medidas em campo de pardmetros fisico-quimicos da agua; (b) determinacbes
laboratoriais das concentracdes de metais na &agua, sedimento e biota; (c) modelagem da
biodisponibilidade e toxicidade de metais nos ambientes dulcicolas; (d) realizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos com agua, sedimento e elutriato de sedimento, utilizando-se espécies de diferentes
niveis tréficos; e (e) analise de biomarcadores.

Meta 2- Monitoramento ecotoxicoldgico da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.

O monitoramento ecotoxicolégico da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente sera
realizado através da avaliacdo da qualidade da 4gua, do sedimento e da biota. Este monitoramento
serd baseado em: (a) medidas em campo de parametros fisico-quimicos da agua; (b) determinacdes
laboratoriais das concentracfes de metais na 4gua, sedimento e biota; (c) ensaios ecotoxicoldgicos
com &gua, sedimento e elutriato de sedimento, utilizando-se espécies de diferentes niveis tréficos; e
(d) andlise de biomarcadores.
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Meta 3- Monitoramento ecotoxicolégico do ambiente praial.

O monitoramento ecotoxicoldégico do ambiente praial serd realizado através da avaliagdo da
gualidade da &gua, do sedimento e da biota. Este monitoramento sera baseado em: (a) medidas em
campo de parametros fisico-quimicos da agua; (b) determinacdes laboratoriais das concentra¢des de
metais na agua, sedimento e biota; e (c) andlise de biomarcadores.

Meta 4- Monitoramento ecotoxicoldégico dos manguezais.

O monitoramento ecotoxicoldgico dos manguezais sera realizado através da avaliacdo da
biota. Este monitoramento serd baseado em: (a) determina¢fes laboratoriais das concentracfes de
metais na biota; e (b) analise de biomarcadores.

Meta 5- Monitoramento ecotoxicolégico da microbiota.

O monitoramento ecotoxicoldégico da microbiota serd realizado através da avaliacdo da
composicdo da comunidade microbiana na agua e no sedimento do Rio Doce no estado do Espirito
Santo, estuério, foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, bem como em corais de recifes
préximos ao sul do Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e recifes-controle fora de possiveis rotas
de disperséo dos sedimentos.

Meta 6- Monitoramento ecotoxicolégico de aves.

O monitoramento ecotoxicoldgico das aves serd baseado em determinacdes laboratoriais das
concentracfes de metais e de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio em amostras de sangue e
penas de contorno de aves capturadas vivas; ou através de determinacdes laboratoriais das
concentragcbes de metais e de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio em amostras de sangue,
musculo peitoral, figado, penas de contorno e o0sso, bem como do conteddo estomacal de aves
abatidas ou encontradas mortas. As amostras de aves marinhas serdo coletadas e analisadas
conforme descrito no Anexo 6 do TR4.

Meta 7- Monitoramento ecotoxicoldgico de queldnios e cetaceos.

O monitoramento ecotoxicoldgico de queldnios e cetdceos sera baseado em determinacdes
laboratoriais das concentragBes de contaminantes (metais, organoclorados, organobromados e
HPAs) em amostras de quelénios e cetaceos encalhados nas praias do litoral norte capixaba, as
quais serédo coletadas e analisadas conforme descrito no Anexo 6 do TR4.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS RESPONSAVEL

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH,
oxigénio dissolvido, alcalinidade e concentrag@es de carbono | adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta
organico dissolvido, sulfatos, Ca, K, Mg, Na e Cl) na agua do
Rio Doce no estado do Espirito Santo.

- Parémetros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e

NI : . - Adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta
oxigénio dissolvido) na agua do estuario.

- Concentracdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na 4gua do Rio Doce no estado do Adalto Bianchini
Espirito Santo e estudario.

- Modelagem (Modelo do Ligante Bittico - BLM) da
biodisponibilidade e toxicidade de metais (Cd, Cu, Pb e Zn) na Adalto Bianchini
agua do Rio Doce no estado do Espirito Santo.

- Par&metros de toxicidade aguda e crénica de curta duracéo

da 4gua do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario. Camila de M. G. Martins

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento do Rio Doce no estado do Espirito Adalto Bianchini
Santo e estuario.

- Parémetros de toxicidade aguda do sedimento do Rio Doce

no estado do Espirito Santo e estuario. Camila de M. G. Martins
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- Par&metros de toxicidade aguda e crbnica de curta duracéo
do elutriato do sedimento do Rio Doce no estado do Espirito
Santo e estuario.

Camila de M. G. Martins

- Concentracdes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos do Rio Doce no estado do Espirito Santo
e estudério.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos do Rio Doce no estado do
Espirito Santo e estuario.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Juliana Z.
Sandrini, Marta M. de Souza, Maysa
do V. Oliveira e Paola R. Goncalves

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e
oxigénio dissolvido) da agua da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini

- Concentragdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na 4gua da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini

- Toxicidade aguda e cronica de curta duragdo da agua da foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Camila de M. G. Martins

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini

- Parametros de toxicidade aguda do sedimento da foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente.

Camila de M. G. Martins

- Par&@metros de toxicidade aguda e crbnica de curta duracao
do elutriato do sedimento da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Camila de M. G. Martins

- ConcentracBes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Juliana Z.
Sandrini, Marta M. de Souza, Maysa
do V. Oliveira e Paola R. Gongalves

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e
oxigénio dissolvido) da agua das praias.

Adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta

- Concentracdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na agua das praias.

Adalto Bianchini

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento das praias.

Adalto Bianchini

- Concentracbes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos das praias.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos das praias.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Concentracbes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos dos manguezais.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos dos manguezais.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Composicao da microbiota na agua e no sedimento do Rio
Doce no estado do Espirito Santo e estuario.

Flavia L. do Carmo

- Composicao da microbiota na agua e no sedimento da foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Flavia L. do Carmo

- Composicéo da microbiota associada aos corais.

Flavia L. do Carmo

- Concentracdes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) nas aves e proporcdes de is6topos estaveis de carbono e
nitrogénio nas aves.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e
Leandro Bugoni (Anexo 6)

- Concentracdes de metais, organoclorados, organobromados
e HPAs nos quelénios.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e Marcelo
Renan Santos (Anexo 6)
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- Concentracdes de metais, organoclorados, organobromados
e HPAs nos cetaceos.

José Lailson Brito Junior (Anexo 6)

5.2. ANALISE DE DADOS

RESPONSAVEL

- Avaliacdo da qualidade da 4gua e do sedimento do Rio Doce
no estado do Espirito Santo e estuario, da foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente e das praias.

Adalto Bianchini, Camila de M. G.
Martins e Flavia L. do Carmo

- Avaliacao da bioacumulacéo, transferéncia trofica e efeitos
de metais em organismos do Rio Doce no estado do Espirito
Santo e estuéario e da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Flavia L. do
Carmo, Juliana Z. Sandrini, Marta M.
de Souza, Maysa do V. Oliveira e
Paola R. Goncalves

- Avaliacdo da bioacumulagéo, transferéncia tréfica e efeitos
de metais em organismos das praias e dos manguezais.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Avaliacao do nicho trofico das aves e da bioacumulagao de
metais nas aves.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e
Leandro Bugoni (Anexo 6)

- Avaliacdo da bioacumulac&o de metais e contaminantes
organicos nos quelénios.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e Marcelo
Renan Santos (Anexo 6)

- Avaliacdo da bioacumulac&o de metais e contaminantes
organicos nos cetaceos.
- Analise dos resultados obtidos considerando dados
pretéritos existentes.

José Lailson Brito Junior (Anexo 6)

Adalto Bianchini

6. METODOLOGIA

6.1. Areas de Estudo
A coleta de agua, sedimento e organismos sera

realizada em duas grandes regides

amostrais: Rio Doce no estado do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina, e foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente. Os 10 pontos de amostragem na area de abrangéncia do Rio Doce no
estado do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina, estdo apresentados na Tabela 1. Por sua vez,
os 21 pontos de amostragem na area de abrangéncia da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente
estdo apresentados na Tabela 2.

O objetivo principal das coletas neste primeiro conjunto de estagfes de amostragem sera o
de monitorar os parametros fisico-quimicos e a contaminag¢do por metais, bem como investigar os
efeitos ecotoxicoldgicos causados pela exposicdo cronica e aguda e os efeitos biolégicos da pluma
de sedimentos a partir da foz do Rio Doce. No momento da realizacdo das coletas serdo registrados
dados comuns, tais como coordenadas geograficas (datum SIRGAS2000), data, hora e profundidade
em que foi realizada a amostragem.

Tabela 1. Pontos de amostragem na porc¢éo capixaba do rio Doce e regido estuarina.

Ponto Local Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)
X Y
17 Rio Guandu 288351,08 7828746,17
18 Lagoa do Limdo 355688,84 7837447,02
19 Lagoa Nova 377287,60 7855827,03
20 Lagoa Japarana 385766,88 7859664,14
21 Rio Doce 387144,67 7853249,98
22 Rio Doce 410025,62 7837309,00
23 Lagoa do Areédo 411472,58 7835831,65
24 Lagoa do Areal 413154,34 7834176,33
25 Lagoa Monsaraz 415912,93 7837161,08
26 Foz do rio Doce 414079,86 7828234,12

Fonte: Anexo 1, TRA4.
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Tabela 2. Pontos de amostragem do Anexo 1 - TR4 na foz do rio Doce e regido costeira adjacente.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Localidade X v
o 373370,92 7759040,18
Vitoria (E5) 378037,01 7755589,67
Barra Nova (Sdo Mateus, ES) 435969,74 7903774,11
462242,81 7903846,12
532065,56 8010704,39
Abrolhos (BA) 525452,40 8022616,67
475936,13 8017006,73
Itatinas (Conceicéo da Barra, ES) 43044920 7964541,90
463552,34 7956840,44
. 429405,30 7864891,21
Degredo (Linhares, ES) 451968,30 7856730,30
428268,74 7842923,74
427720,85 7832036,66
Foz do rio Doce (Linhares, ES) 417558,23 7826708,46
422768,53 7819938,12
407208,69 7805922,41
399458,35 7814269,72
APA Costa das Algas e RVS Santa Cruz 384042,73 7790616,41
(Aracruz, ES) 404234,57 7791153,28
355156,85 7723667,77

APA de Setiba (Guarapari, ES)

357393,32 7719405,95

Fonte: Anexo 1, TRA4.

O monitoramento das praias adjacentes a desembocadura do Rio Doce sera realizado com
coletas de agua, sedimentos e biota para andlises da contaminacdo por metais e resposta de
biomarcadores. A area de abrangéncia do monitoramento quimico e biolégico das praias ao longo do
litoral sera entre os municipios de Aracruz e Sdo Mateus. Foram estabelecidas 10 esta¢des amostrais
ao longo deste litoral (Tabela 3). As estagbes ao longo da planicie do Rio Doce estéo localizadas na
area da Reserva Biologica de Comboios e ao sul, no litoral de Aracruz, na Area de Protecio
Ambiental Costa das Algas e Reflgio de Vida Silvestre de Santa Cruz.

Tabela 3. Pontos de amostragem nas praias adjacentes a foz do rio Doce.

« rden TM (datum SIRGAS2000
EstacGes de Amostragem Coordenadas UTM (datum )

X y
Aracruz 1: Reflgio 379908,15 7787892,37
Aracruz 2: Padres 382269,99 7795558,41
Doce Sul 1: Barra do Riacho 389346,33 7807767,56
Doce Sul 2: Comboios 398483,36 7818546,19
Doce Sul 3: Regéncia 407416,09 7824460,93
Doce Norte 1: Povoagéo 417863,32 7834350,26
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~ rden ™ IRGAS2
Estagdes de Amostragem Coordenadas U (datum SIRGAS2000)

X y
Doce Norte 2: Vila de Cacimbas 426646,32 7857980,26
Doce Norte 3: Pontal do Ipiranga 425784,32 7877396,26
Doce Norte 4: Urussuquara 423026,32 7897769,26
Doce Norte 5: Guriri 421308,32 7929528,26

Fonte: Anexo 1, TR4.

No que se refere aos manguezais, conforme descrito no Apéndice V (Alteracdes Ecoldgicas
na Dindmica dos Manguezais e Vegeta¢cdo de Restinga sob Influéncia dos Sedimentos Provenientes
do Rio Doce), o monitoramento sera realizado em 6 pontos de amostragem na area de influéncia
direta do desastre ambiental do Rio Doce (foz), bem como nas areas de influéncia consideradas
atualmente como indiretas, a saber: Rios Piraqué (Acu e Mirim), manguezais de franja na area do
RVS de Santa Cruz, Rio Urussuquara, Rio Mariricu, Rio Sdo Mateus e Rio Caravelas.

No que se refere as aves, serdo monitoradas as tendéncias nas concentracbes de
contaminantes em tecidos de aves nas &areas limnicas, estuarinas, costeiras e marinhas
potencialmente afetadas pela influéncia do rompimento da barragem de Funddo em Mariana (MG).
Considerando o cenério do impacto em questdo, e a heterogeneidade ambiental ao longo das areas
afetadas, foram delimitadas 5 areas para coleta de amostras visando as andlises ecotoxicoldgicas
nas aves: estuario do Rio Doce - Linhares; manguezal na foz do Rio Doce - Linhares; costa adjacente
a foz do Rio Doce Norte e Sul; area marinha (amostragem a bordo); e Abrolhos. As coletas e analises
de amostras de aves marinhas (amostragem a bordo e Abrolhos) estdo descritas no Apéndice VI.

6.2. Periodicidade

A hidrodindmica no Rio Doce e na regido costeira adjacente a sua foz é dependente do
regime pluviométrico, bem como dos padrbes das correntes marinhas que se estabelecem ao longo
do tempo. Portanto, o0 monitoramento ecotoxicolégico sera realizado sazonalmente (inverno e verao)
ao longo de cada ano de monitoramento.

6.3. Coleta de amostras de agua

Serdo coletadas amostras de 4gua em cada ponto de coleta na bacia do Rio Doce no estado
do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina (10 pontos de coleta; Tabela 1), bem como na foz do
Rio Doce e regido costeira adjacente (21 pontos; Tabela 2), incluindo o ambiente praial (10 pontos;
Tabela 3). As coletas de agua ao longo da coluna d’agua serao realizadas utilizando-se uma garrafa
horizontal de Niskin. Em todos os pontos serdo coletadas amostras de agua (3 amostras de superficie
e 3 amostras de fundo) para a analise das concentragfes de metais (total e dissolvido). As coletas
serdo realizadas nas seguintes profundidades: superficie (0 a 15 cm da superficie) e fundo (cerca de
50 cm acima do fundo, conforme a profundidade do local de coleta). Em cada local de amostragem
serdo coletadas 6 amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada
amostra) de agua nao filtrada para as analises dos parametros fisico-quimicos e das concentracdes
totais de metais. Imediatamente apds a coleta, aliquotas das amostras para a determinacdo das
concentracdes totais de metais serdo acidificadas com acido nitrico Suprapur® (HNOj, concentra¢do
final de 1%) e mantidas refrigeradas. Em cada local de amostragem serdo também coletadas 6
amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada amostra) de agua filtrada
(filtro de 0,45 pym de malha) para analise das concentracbes de metais dissolvidos. Imediatamente
apos a coleta, as amostras serdo filtradas, acidificadas com &cido nitrico Suprapur® (HNOg,
concentracdo final de 1%) e mantidas refrigeradas e na auséncia de luz. Em todas as amostras de
agua serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn). No caso das amostras de agua do
Rio Doce no estado do Espirito Santo, também serd realizada a andlise da concentracdo de carbono
organico dissolvido (amostra filtrada), alcalinidade, concentracdo de sulfatos e alcalinidade (amostra
nao filtrada), visando a modelagem (BLM) da biodisponibilidade e toxicidade dos metais, conforme
descrito a seguir.
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6.4. Analises de parametros fisico-quimicos da agua e modelagem ecotoxicolégica

No momento da coleta das amostras de agua no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario, na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, bem como no ambiente praial serédo
realizadas as medidas da temperatura, condutividade elétrica (salinidade), pH e oxigénio dissolvido,
utilizando-se uma sonda multiparametros. Nas amostras do Rio Doce no estado do Espirito Santo, a
concentracdo de carbono orgéanico dissolvido serd determinada nas amostras de agua filtradas (0,45
pm de malha) utilizando-se um analisador de carbono total (TOC). Os demais pardmetros quimicos
serdo determinados nas amostras de agua nao filtradas. A concentracdo de sulfatos serd
determinada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials Sulfato, CHEMets, EUA),
baseado no método turbidimétrico (Tabatabai, 1974). A alcalinidade total serd determinada por
titulagdo com solugdo padrdo &cida, utilizando-se um kit comercial de reagentes (Teste de Campo
Titulométrico de Alcalinidade, Merck Millipore Brazil, Sdo Paulo, SP, Brasil), baseado no método
titrimétrico (APHA, 1989). A composicao idnica (concentracdes de Ca, K, Mg e Na) sera determinada
por espectrofotometria de absor¢cdo atdmica no modo chama. A concentracdo de cloretos sera
analisada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials Cloreto, CHEMets, EUA), baseado
no método do tiocianato férrico. Com base nos resultados obtidos nas analises das amostras de agua
doce provenientes do Rio Doce no estado do Espirito Santo sera realizada a modelagem
ecotoxicolégica dos dados, visando a previsdo da biodisponibilidade e toxicidade de metais em
ambientes dulcicolas. Esta modelagem sera realizada utilizando-se a versdo mais recente do Modelo
do Ligante Biotico - BLM (Freshwater & Marine version 3.16.2.41).

6.5. Coleta de amostras de sedimentos

Em cada ponto de coleta no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario (Tabela 1), na
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2), bem como no ambiente praial (Tabela 3),
serdo coletadas amostras de sedimentos com auxilio de p& ou draga do tipo Van Veen, dependendo
do local de coleta. Em cada local de amostragem (10 pontos no Rio Doce no estado do Espirito Santo
e estuario; 21 pontos na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente; e 10 pontos na regido praial),
serdo coletadas 4 amostras de sedimento. As amostras serdo abertas em caixas plasticas, buscando-
se gerar um minimo de perturbacdo na superficie do sedimento. As amostras serdo fotografadas
imediatamente apds a coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a
analise de metais, as amostras serdo 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. Para cada amostra, serdo coletados aproximadamente 50 g de sedimentos, 0s
guais serdo armazenados em pote plastico e mantidos congelados até o momento das analises. Em
todas as amostras de sedimento serdo analisados 0s seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercuirio (Hg) e zinco (Zn).

6.6. Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de sedimento e agua

Além das amostras de agua e sedimento coletadas para a analise quimica, conforme descrito
acima, amostras adicionais de agua e sedimento serdo coletadas para realizacdo dos testes de
toxicidade. Para tanto, nos pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario (10 pontos de amostragem), bem como na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (21
pontos de amostragem), serdo coletadas amostras de agua superficial e sedimento bruto suficiente
para realizacdo dos testes ecotoxicologicos. Nesse caso, sera utilizada uma série de bioensaios que
avaliam diferentes efeitos bioldgicos (sobrevivéncia, reproducao, fertilizacdo e desenvolvimento) em
diferentes vias de exposi¢do (agua bruta, sedimento inteiro e elutriato), assegurando a investigacao
completa de efeitos tdxicos potenciais em varios niveis troficos de cada area estudada (regibes
dulcicola, estuarina e marinha). Sera dada preferéncia a organismos nativos especificos de cada
regido ambiental, para as quais existem procedimentos de ensaio jA& normatizados, incluindo
bioensaios com zebrafish, como um modelo consagrado para estudos de ecotoxicologia
experimental. Os testes normatizados séo priorizados pela relevancia e confiabilidade dos resultados,
bem como, pela viabilidade de manutencdo dos organismos-teste. Os testes previstos estéo listados
abaixo:

Agua doce
Matrizes: agua bruta e elutriato

Nivel tréfico 1 - algas verdes - Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus communis ou
Pediatrum boryanum (Chlorophyceae).
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ABNT NBR 12648 - Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade crbénica - Método de ensaio com algas
(Chlorophyceae).

Nivel tréfico 2 - Dapnhia ssp ou Ceriodaphnia ssp

OECD 211 - Daphnia magna - Reproduction Test ou ABNT NBR 133743 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crdnica de curta duracdo - Método de ensaio com Ceriodaphnia spp (Crustacea,
Cladocera).

Nivel tréfico 3 - Peixe Danio rerio (zebrafish)
OECD 236 - Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test e ABNT NBR 15499 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade cronica de curta duracéo - Método de ensaio com peixes (larvas).

Matriz: sedimento

ABNT NBR 15470 - Ecotoxicologia Aquatica — Toxicidade em sedimento - Método de ensaio com
Hyalella spp (Amphipoda).

Agua salgada
Matrizes: agua bruta e elutriato

Nivel tréfico 1 - Skeletonema costatum, Thalassiosira weissflogii ou Isochrysis galbana

ABNT NBR16181 - Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade cronica - Método de ensaio com microalgas
marinhas.

Nivel tréfico 2 - Echinometra lucunter

NBR 15350. Ecotoxicologia Aquatica - Toxicidade crénica de curta duracéo - Método de ensaio com
ourico-do-mar (Echinodermata - Echinoidea).

Nivel tréfico 3 - espécie nativa a definir
OECD 215 - Fish, Juvenile Growth Test ou OECD 203 - Fish Acute Toxicity Test

Matriz: sedimento

Nitokra sp
Determinacao da toxicidade aguda de sedimentos marinhos ou estuarinos com anfipodos.

6.7. Coleta de amostras de biota

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos bioldgicos decorrentes da contaminacdo da agua
por metais e consequente acumulacdo desses metais nos organismos de diferentes niveis tréficos e
diferentes habitats, serdo realizadas coletas de organismos aquaticos tipicos das regides a serem
monitoradas.

No ambiente de agua doce (Tabela 1), serdo coletadas amostras de fitoplancton,
zooplancton, larvas de quironomideos, girinos de anfibios, uma espécie de crustaceo (camardo de
agua doce) e quatro espécies de peixes (tucunaré Cichla sp., bagre Pimelodus maculatus, curimbata
Prochilodus sp. e cascudo Hypostomus affinis). No ambiente estuarino (Tabela 1), serdo coletadas
amostras de fitoplancton, zooplancton, uma espécie de crustaceo (camaréo) e 4 espécies de peixes
(carapicu Eucinostomus sp., corvina Pachyurus adspersus, bicudo Pomadasys ramosus e bagre
cacari Genidens genides). Caso ndo seja possivel a coleta das espécies de peixes listadas acima, as
mesmas serao substituidas por outras espécies de peixes que ocupem o mesmo habitat. As amostras
de fitoplancton serdo coletadas através de arrastos com rede de malha de 60 um e didmetro de boca
de 60 cm. Por sua vez, as coletas de zooplancton, de larvas de quironomideos e de girinos de
anfibios seréo realizadas através de arrastos com rede tipo WP-2 de 60 cm de diametro de boca e
malha de 200 uym. A coleta de crustaceos e peixes sera realizada da forma mais abrangente possivel,
com utilizacdo dos mais diversos petrechos de pesca (redes de cerco, redes de arrasto, redes de
espera, pucds, peneiras, covos e pesca elétrica, quando o ambiente permitir), de acordo com o tipo
de ambiente.

Para as andlises das concentracbes de metais nos organismos do Rio Doce e regido
estuarina, serdo coletadas em cada um dos 10 pontos de monitoramento, amostras em quantidades
suficientes para a realizagdo das andlises [5 pools de fitoplancton com aproximadamente 0,5 g em
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cada pool; 5 pools de zoopléncton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de larvas de
quironomideos com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de girinos de anfibios com
aproximadamente 0,5 g em cada pool; 6 exemplares da espécie de camardo (Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0); e 6 exemplares de cada uma das 4 espécies de peixes em estudo
(Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0)]. AplGs a biometria, 0s crustaceos serao
adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera coletada por puncao hemolinfatica
e 0 organismo sera entdo dissecado para coleta de musculo, branquias e hepatopancreas. Apos a
biometria, os peixes também serdo adequadamente anestesiados. O sangue de cada individuo sera
coletado por puncdo venosa e 0 organismo serd entdo dissecado para a coleta de musculo,
branquias e figado. As amostras de hemolinfa dos crustdceos e de sangue dos peixes serao
imediatamente preparadas para as andlises de biomarcadores de dano no material genético,
utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagéo, conforme sera descrito a seguir (item 7.12). As
amostras de tecidos dos crusticeos e peixes serdo coletadas utilizando-se material cirdrgico
inoxidavel ou plastico. As amostras dos organismos coletados para as andlises das concentracdes de
metais serdo acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos com acido nitrico Suprapur® e
enxaguados em agua MilliQ. Estas amostras serdo imediatamente congeladas e transportadas para o
laboratério, onde serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das
analises. Nestas amostras serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme seréa
descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracdes de metais nos organismos do
Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, conforme descrito acima, ser4 também coletada
uma duplicata da mesma amostra para as andlises de biomarcadores nestes organismos. Estas
amostras serdo também coletadas em quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de
biomarcadores em tecidos especificos, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada
grupo de organismos [5 pools de fitoplancton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de
zooplancton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de larvas de quironomideos com
aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de girinos de anfibios com aproximadamente 0,5 g em
cada pool; 6 exemplares de 1 espécie de camarao (Nota Técnica n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0); e 6
exemplares de cada uma das 4 espécies de peixes em estudo (Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0)]. No caso dos crustaceos e peixes, as amostras de muasculo, branquias
e hepatopancreas (crustaceos) ou figado (peixes) de cada organismo serdo coletadas e devidamente
acondicionadas, para posterior analise. As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serao
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxidavel. As amostras dos organismos coletados para as
analises de biomarcadores serdo acondicionadas em tubos criogénicos e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para posterior analise de biomarcadores de exposicéo e
de efeito de metais. As analises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos
organismos dulcicolas e estuarinos, considerando-se a natureza de cada biomarcador, conforme
detalhado a seguir (item 7.12).

No caso das aguas da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2), desde que
possivel, serdo coletados os seguintes organismos em cada um dos 21 pontos de amostragem:
fitoplancton (coleta com rede de fitoplancton); zooplancton (coleta com redes de zooplancton);
poliquetos (coleta manual apés triagem de sedimento coletado com draga); moluscos (coleta manual
ou apods triagem de sedimento coletado com draga); macrocrustaceos (coleta com rede de arrasto ou
armadilha); peixes (coleta com redes de arrasto, emalhe ou outra arte de pesca). As espécies de
macrocrustaceos incluirdo o camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis ou F. brasiliensis) e o
camarao sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri). Por sua vez, as espécies de peixes incluirdo o roncador
Conodon nobilis, a pescadinha Cynoscion sp., 0 peroa Balistes capriscus e o linguado sem mancha.
Caso ndo seja possivel a coleta destas espécies de peixes, as mesmas serdo substituidas por outras
espécies de peixes que ja foram coletadas e analisadas nas 5 expedi¢cbes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente. Quanto as amostras de corais e hidrocorais (coleta manual por
mergulho autbnomo), estas serdo coletadas nos 3 pontos amostrais em Abrolhos, conforme realizado
nas 5 expedicdes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBio
(janeiro/2016 - fevereiro/2018), na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Para as andlises de concentracdes de metais nas amostras dos organismos da Foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente serdo coletadas, em cada ponto de monitoramento, amostras em
guantidades suficientes para a realizacdo das analises. Considerando-se a decisdo da Camara
Técnica de Biodiversidade (Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIio) em adotar um numero
reduzido de exemplares de crustidceos e peixes dulcicolas e estuarinos que cederdo amostras para
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as analises das concentracdes de metais e dos biomarcadores; a necessidade, para fins de analise e
modelagem estatistica, de balanceamento entre o nimero 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 o0 numero amostral ja utilizado anteriormente nas 5 expedicbes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente, adotar-se-a 0s seguintes nimeros de amostras: fitoplancton (5
amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos
diferentes com duracdo entre 10 e 15 min); zooplancton (5 amostras por ponto de coleta, sendo cada
amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duragdo 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); poliquetos (6 individuos por ponto de coleta); moluscos (6
individuos por ponto de coleta); macrocrustaceos (6 individuos por ponto de coleta e por espécie);
peixes (6 individuos por ponto de coleta e por espécie). Apos a biometria, 0s crustaceos serado
adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera coletada e o organismo sera entao
dissecado para coleta de musculo, branquias e hepatopéncreas. Por sua vez, 0s peixes também
serdo adequadamente anestesiados. O sangue de cada individuo sera coletado e o organismo sera
entdo dissecado para coleta de mdusculo, branquias e figado. As amostras de hemolinfa dos
crustaceos e de sangue dos peixes serdo imediatamente preparadas para as andlises de
biomarcadores de dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliacéo,
conforme sera descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serao
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos
plasticos previamente limpos com &cido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. Estas
amostras serdo imediatamente congeladas e transportadas congeladas para o laboratério, onde
serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C) até o momento das andlises de metais.
Nestas amostras serdo analisados 0s seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb),
cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme sera descrito
a sequir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracfes de metais nos organismos da
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, conforme descrito acima, sera também coletada uma
duplicata da mesma amostra para as analises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras
serdo também coletadas em quantidades suficientes para a realizacdo das analises de
biomarcadores em tecidos especificos, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada
grupo de organismos: fitoplancton (5 amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida
de pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duragdo entre 10 e 15 min); zooplancton (5
amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos
diferentes com duracdo 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); poliquetos (6
individuos por ponto de coleta); moluscos (6 individuos por ponto de coleta); macrocrustaceos (6
individuos por ponto de coleta e por espécie); peixes (6 individuos por ponto de coleta e por espécie).
No caso dos crustaceos e peixes, as amostras de musculo, branquias e hepatopancreas (crustaceos)
ou figado (peixes) de cada organismo serdo coletadas e devidamente acondicionadas, para posterior
analise. As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serdo coletadas utilizando-se material
cirdrgico inoxidavel. As amostras coletadas para as anéalises de biomarcadores serdo acondicionadas
em tubos criogénicos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para
posterior andlise de biomarcadores de exposicdo e de efeito de metais em organismos marinhos. As
andlises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos organismos da foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente, considerando-se a natureza do biomarcador, conforme detalhado a
seguir (item 7.12).

No ambiente praial, serdo coletados, nos 10 pontos de amostragem (Tabela 3), os seguintes
organismos: 1 espécie de poliqueto (triagem manual do sedimento), 1 espécie de anfipodo (triagem
manual do sedimento), o isépodo Excirolana sp. (triagem manual do sedimento) e o caranguejo
Ocypode quadrata (coleta manual). Para as andlises de concentracbes de metais nas amostras dos
organismos da regido praial ser@o coletadas, em cada ponto de monitoramento, amostras em
gquantidades suficientes para a realizacdo das andlises. Considerando-se 0s mesmos argumentos
apresentados para as coletas de organismos na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, o
nimero de amostras a serem coletadas e analisadas no ambiente praial sera o seguinte: 1 espécie
de poliqueto (6 individuos por ponto de coleta); 1 espécie de anfipodo (5 pools por ponto de coleta; no
minimo 5 individuos por pool); isépodo Excirolana sp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5
individuos por pool); caranguejo Ocypode quadrata (6 individuos por ponto de coleta). Apds a
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biometria, os crustdceos serdo adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera
coletada e o organismo sera entdo dissecado para coleta de muasculo, branquias e hepatopancreas.
As amostras de hemolinfa serdo imediatamente preparadas para as analises de biomarcadores de
dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagdo, conforme sera
descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos crustaceos serdo coletadas utilizando-se
material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos
com &cido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. Estas amostras serdo utilizadas para as
analises de metais. Portanto, elas serdo imediatamente congeladas e transportadas congeladas para
o laboratério, onde serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das
andlises. Nestas amostras serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme
descrito abaixo.

Para cada amostra obtida para as analises das concentragbes de metais nos organismos da
regido praial, conforme descrito acima, sera também coletada uma duplicata da mesma amostra para
as andlises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras serdo também coletadas em
quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de biomarcadores em tecidos especificos,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada grupo de organismos: 1 espécie de poliqueto
(6 individuos por ponto de coleta); 1 espécie de anfipodo (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5
individuos por pool); isépodo Excirolana sp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5 individuos por
pool); caranguejo Ocypode quadrata (6 individuos por ponto de coleta). As amostras de tecidos dos
crustaceos serdo coletadas utilizando-se material cirtrgico inoxidavel. As amostras coletadas para as
analises de biomarcadores serdao acondicionadas em tubos criogénicos e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para andlise de biomarcadores de exposicéo e de efeito
de metais em organismos marinhos. As andlises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos
especificos dos organismos do ambiente praial, considerando-se a natureza do biomarcador,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12).

Nos manguezais, serdo coletados 0s caranguejos guaiamu (Cardisoma guanhumi) e
caranguejos-uca (Ucides cordatus) nos 6 pontos de amostragem, conforme os procedimentos
descritos no Apéndice V (Estudo e monitoramento de manguezais - Alteracbes Ecolégicas na
Dindmica dos Manguezais sob influéncia dos sedimentos provenientes do Rio Doce: Barra Nova a
Aracruz). Para os manguezais de franja sobre lateritos do RVS de Santa Cruz, serdo coletadas
espécies de crustaceos decipodes predominantes naqueles ambientes. Considerando-se 0s mesmos
argumentos apresentados para as coletas de organismos na foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente, o numero minimo amostral (n = 5) estabelecido no Anexo 5 do TR4 para as amostragens
de caranguejos nos manguezais sera aumentado para 6 individuos. Assim, serdo coletadas, em cada
um dos 6 pontos de monitoramento, amostras em quantidades suficientes para a realizacdo das
andlises de concentracdes de metais nas amostras dos organismos de manguezais: caranguejo
guaiamu (6 individuos por ponto de coleta) e caranguejo-uca (6 individuos por ponto de coleta). Apés
a biometria, os caranguejos serdo adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera
coletada e o organismo sera entdo dissecado para coleta de muasculo, branquias e hepatopancreas.
As amostras de hemolinfa serdo imediatamente preparadas para as analises de biomarcadores de
dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagdo, conforme sera
descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos caranguejos serdo coletadas utilizando-se
material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos
com &acido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. As amostras coletadas para as analises
de metais serdo imediatamente congeladas e transportadas para o laborat6rio, onde serdo mantidas
congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das andlises. Nestas amostras serdo
analisados os metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe),
manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme sera descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracfes de metais nos organismos de
manguezais, conforme descrito acima, sera também coletada uma duplicata da mesma amostra para
as analises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras serdo também coletadas em
quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de biomarcadores em tecidos especificos,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada grupo de organismos: caranguejo guaiamu
(6 individuos por ponto de coleta) e caranguejo-uc¢a (6 individuos por ponto de coleta). As amostras
de tecidos dos caranguejos serdo coletadas utilizando-se material cirargico inoxidavel. As amostras
coletadas para as andlises de biomarcadores serdo acondicionadas em tubos criogénicos e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou em ultrafreezer (-80°C), para posterior andlise de
biomarcadores de exposicdo e de efeito de metais nos organismos de manguezal. As analises dos
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biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos caranguejos dos manguezais,
considerando-se a natureza do biomarcador, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12).

6.8. Avaliacdo da microbiota na agua, sedimentos e corais

O monitoramento da comunidade microbiana total em amostras de &agua, sedimentos e
associada aos corais, sera realizado utilizando-se triplicatas das amostras em cada ponto de coleta
(total de até 12 amostras por ponto de coleta). As coletas de agua e sedimento serdo realizadas nos
10 pontos de amostragem do Rio Doce no estado do Espirito Santo (Tabela 1) e nos 21 pontos de
amostragem na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2). Por sua vez, as amostras de
corais serdo coletadas nos 3 pontos de monitoramento no Parque Nacional Marinho de Abrolhos e
em recifes-controle fora de possiveis rotas de dispersdo dos sedimentos. As andlises da microbiota
total em amostras de agua, sedimentos e associada aos corais serdo realizadas através da extracao
do DNA total, utilizando o PowerSoil DNA isolation kit (MoBio, USA), e posterior sequenciamento de
DNA, utilizando-se sequenciadores de nova geragcdo. As leituras geradas serdo processadas
utilizando o programa Mothur v.1.33. A andlise das sequencias obtidas permitira a avaliagdo do core
microbiano e 0s microrganismos presentes nas diferentes amostras, nos diferentes pontos e nos
diferentes tempos de coleta, correlacionando estatisticamente os resultados de diversidade
microbiana obtidos com as demais analises realizadas no programa de monitoramento, com
concomitante andlise de possiveis impactos que estejam presentes em pontos de coleta ao longo do
tempo. Essa avaliacdo permitird ndo apenas indicar possiveis alteracdes ambientais temporais e/ou
pontuais, como ainda apontar bioindicadores microbianos especificos da presenca de sedimentos
elou de impactos nas diferentes areas amostradas, que podem ser rastreados em areas adjacentes.

6.9. Coleta de amostras de aves

No que se refere as aves marinhas, as coletas e analises das amostras serdo realizadas
conforme descrito no Apéndice VI. Por sua vez, o monitoramento da bioacumulagcdo de
contaminantes nas aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira considerara as espeécies
conforme seus diferentes habitos alimentares/guildas tréficas, a fim de compreender o quadro de
contaminagdo dos organismos e a biomagnificacdo dos contaminantes ao longo da cadeia tréfica. No
gue se referem as variacbes temporais, assim como para os demais organismos em avaliacéo, a
frequéncia de amostragem das aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira sera sazonal
(inverno e verado). Devido a grande heterogeneidade ambiental ao longo do curso do rio afetado pelo
evento ndo é possivel antever quais espécies estardo presentes nas 3 areas amostrais (estuério,
manguezal e regido costeira) e assim, definir a amostragem em nivel especifico. Por isso, seréo
realizadas coletas de espécies de aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira que
representem os habitos alimentares relacionados aos ambientes dulcicola e estuarino, conforme as
familias relacionadas na Tabela 4. Assim, em cada uma das 3 areas amostrais dos ambientes
dulcicolas e estuarinos sera coletada uma espécie de cada grupo alimentar, de acordo com a Tabela
4, conforme a sua abundancia local e buscando atender a lista de priorizacdo associada. As espécies
gue serdo capturadas em cada local de amostragem serdo selecionadas com base em dados de
abundéancia, priorizando sempre aquelas mais abundantes, a fim de que a coleta ndo resulte em
impactos populacionais e que viabilize a obten¢cdo de amostras das mesmas espécies ao longo de
todo o periodo de monitoramento. Serdo obtidas amostras de, no minimo, dois individuos da mesma
espécie por area de amostragem, por estacdo do ano (inverno e verdo). Sera priorizada a
amostragem nao letal, por captura manual ou com rede-de-neblina, ou amostragem de individuos
encontrados mortos. Serdo realizadas amostragens com redes-de-neblina nos diferentes ambientes
das é&reas pré-definidas, fazendo uso de uma linha de 10 redes de 12 m ao longo de dois dias/noites
consecutivos ou alternados, visando a obtencdo ndo letal de amostras em 10 individuos/area
amostral/estacdo do ano (inverno e verdao). Em caso de auséncia da guilda tréfica/habito alimentar, a
mesma sera devidamente justificada com base em bibliografia especializada e em dados de
abundéancia.

Tabela 4. Lista das familias de aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira a serem
amostradas no monitoramento de contaminantes, com seu respectivo habito alimentar e exemplo de
espécies a serem priorizadas quando presentes na area amostral.

Habito Alimentar/Guilda e Exemplos de espécies
e Familias o

Trofica a serem priorizadas

Invertebrados aquaticos, ovos e Anseridae, Rallidae, Charadrius collaris, Actitis
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Héabito Alimentar/Guilda - Exemplos de espécies
- Familias .
Trofica a serem priorizadas
larvas de anfibios, pequenos Charadriidae, Scolopacidae macularius, Aramides
vertebrados e de origem vegetal. saracura, Gallinula
galeata

Dendrocygna autumnalis,
Anatidae Dendrocygna viduata,
Amazonetta brasiliensis

Filtradores, plantas aquaticas e
invertebrados

Egretta caerulea, Egretta
thula, Chloroceryle
americana

Podicipedidae, Ardeidae,

Peixes e invertebr ati i
eixes e invertebrados aquaticos Cerylidae

Phalacrocoracidae, .
Phaetusa simplex,

Piscivoras Sternidae, Rhynchopidae, Rvnchops niger
Alcedinidae y ps g
Malacofagos Acciptridae*, Aramidae *Rostrhamus sociabilis

Fonte: Anexo 1, TR4.

Para os espécimes capturados com rede-de-neblina, serdo coletadas as seguintes amostras:
sangue (maximo de 1% da massa corporal da ave em microtubo ou frasco de 1,5 ml, sem
anticoagulante) e penas de contorno (minimo de 5 a 10 penas). Em caso de aves abatidas ou
encontradas mortas, 0 sangue sera obtido nos coagulos cardiacos. As amostras de sangue serao
resfriadas em campo e congeladas tao logo seja possivel. Por sua vez, as penas serdo armazenadas
a seco em sacos plasticos tipo zip-loc. Os tipos de amostras a serem obtidos de cada ave coletada
incluirdo sangue coagulado, musculo peitoral, figado, penas de contorno e osso (fémur). Além disso,
para interpretacdo dos resultados quantitativos de contaminagdo, serdo obtidas informacgbes de
aspectos troficos de cada ave coletada. Assim, o conteddo estomacal tera seus itens alimentares
analisados e quantificados (identificacdo taxondmica dos itens alimentares e quantificacdo da
frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa; FO e FO%, respectivamente), contribuicdo numeérica
absoluta e relativa (N e N%, respectivamente) e contribuicdo em massa medida com balan¢a de
precisdo ou reconstituida, absoluta e relativa (M e M%, respectivamente). Os parametros para anélise
de conteudo estomacal sao aqueles definidos em Faria et al. (2016). Para a interpretacdo dos dados
de bioacumulacéo de contaminantes ao longo da cadeia trofica, sera realizada a analise simultanea
de is6topos estaveis de carbono (613C) e nitrogénio (815N) nos tecidos dos mesmos individuos
amostrados. Assim, uma aliquota do sangue (5-6 gotas) e de pena em crescimento (5-6 penas), ou
seja, ainda com bulbo contendo sangue, serd analisada quanto aos isOtopos estaveis. Para
comparacgao com os valores isotopicos das aves, serdo obtidas amostras de tecido de pelo menos 3
itens alimentares de cada espécie de ave, indicadas a partir da analise do contetido estomacal e/ou
observagcbes de forrageamento em campo e literatura pertinente. A preparacdo e analise das
amostras de aves e seus potenciais presas seguira os protocolos descritos em Faria et al. (2016). Os
dados isotépicos serdo analisados através de modelos bayesianos de misturas isotdpicas, conforme
descritos em Faria et al. (2016).

Para as aves que serdo abatidas, serdo coletadas amostras de sangue, musculo, figado,
penas e osso de 2 individuos, de 2 espécies de cada guilda tréfica, conforme indicado na Tabela 4,
em cada uma das 3 areas indicadas para 0 monitoramento de aves estuarinas, de manguezais e da
regido costeira. No caso das coletas ndo letais, serdo entdo amostrados somente sangue e penas,
porém de 10 individuos. Assim, serdo abatidas no méximo 20 aves em cada uma das 3 areas de
amostragem, sendo coletados 5 tecidos de cada individuo. Porém, seré priorizada a amostragem nao
letal. Neste caso, serdo coletadas amostras de penas e sangue, sendo que um numero maior de
individuos (10) ser4 amostrado, mantendo-se assim o nimero total de amostras de penas e sangue,
independentemente do método de coleta. Os dados de concentragbes de metais nas penas e no
sangue de aves marinhas (Apéndice VI) serdo comparados com amostras de 10 individuos por
espécie que foram coletados previamente ao evento de rompimento da barragem.
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6.10. Coleta e analise das concentracGes de contaminantes em amostras de quel6nios e
cetaceos

As coletas das amostras para analises das concentracdes de contaminantes em amostras de
gueldnios e cetaceos serdo realizadas no ambito do Apéndice VI. Nas amostras de tecidos de
quelbnios e cetadceos deverdo ser realizadas as andalises de microcontaminantes e metais. As
amostras de quelbnios serdo analisadas no ambito do presente Apéndice (Apéndice I). Por sua vez,
as amostras de cetaceos seréo analisadas no &mbito do Apéndice VI.

Para a determinacdo da concentracdo de mercurio total (HgT), as amostras de quelbnios
serdo tratadas a frio com 1 mL de H,O,. Apds essa etapa, serdo adicionados 5 mL de solucédo
sulfonitrica concentrada (H,SO4-HNO3; v/v) e as amostras serdo entdo aquecidas em banho-maria a
60°C por 2 h, até a solubilizagdo completa da amostra. Os extratos serdo resfriados por 15 min, e 10
mL de KMnO, (5%) serdo adicionados aos extratos. As amostras serdo retornadas ao banho-maria
(60°C) por 15 min, e serdo entdo resfriadas em repouso, por uma noite. No dia seguinte, o extrato
serd reduzido com a adi¢cdo de 1 mL de soluc¢éo de cloridrato de hidroxilamina (HONH3) a 12%. O
extrato final sera avolumado com agua MilliQ até 14 mL. As leituras serdo ser realizadas em
espectrofotdmetro de absorcdo atdmica com gerador de vapor frio. A certificacdo do método de
determinacdo do HgT serd feita por meio de materiais certificados DOLT-5 (figado de peixe) e
DORM-4 (musculo de peixe) do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC). Serdo usados
brancos analiticos em todas as baterias analiticas.

A determinacgdo das concentracdes de elementos-traco (As, Cr, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn) nas
amostras de queldnios sera realizada através de espectrometria de absor¢cdo atbmica com
atomizacao eletrotérmica (ETAAS), utilizando-se de um espectrometro equipado com corretor de
fundo por efeito Zeeman. Para tal, uma solugdo de nitrato de paladio (Pd(NO3),) sera utilizada como
modificador quimico e, consequentemente, adicionada a cada solugéo a ser analisada. Esta solucéo
serd preparada a partir de uma solugéo padréo de nitrato de paladio, modificador para forno de grafite
AAS (Merck N0.B9366989 710). O controle de qualidade sera efetuado através do uso de materiais
certificados de referéncia (DOLT-5 e DORM-4) do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada
(NRCC).

Para a determinacédo de compostos organoclorados nas amostras de quelbnios, as extracdes
serdo realizadas com aparelhos de Soxhlet com capacidade de 60 mL e balBes volumétricos de 125
mL, os quais serdo aquecidos individualmente por mantas aquecedoras. Sera utilizada uma mistura
de solventes (hexano e diclorometano; 1:1; v/v). Serdo utilizados cerca de 8 g de amostra (peso
seco). Os padr@es internos de PCB 103 e PCB 198 serdo adicionados as amostras. O volume final
sera reduzido, para dar entdo prosseguimento a etapa de purificacdo, com a adicdo de H,SO,
(Santos-Neto et al.,, 2014). O conteido lipidico das amostras sera quantificado por gravimetria.
Portanto, as concentra¢des finais dos compostos organoclorados serdo normalizadas a partir do
conteado de lipidios na amostra analisada. As concentracbes dos pesticidas e das bifenilas
policloradas serdo mensuradas em um cromatografo de fase gasosa, com detector de captura de
elétrons (GC/ECD). O hidrogénio sera utilizado como gas de arraste enquanto o nitrogénio sera
empregado como gas auxiliar (make up). O controle de qualidade seré realizado através de andlises
regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randdmica de padrbes
certificados de referéncia e brancos de solventes.

Para a determinacdo de compostos organobromados nas amostras de quelbnios, as
extracbes serdo realizadas com aparelhos de Soxhlet com capacidade de 60 mL e balbes
volumétricos de 125 mL, os quais serdo aquecidos individualmente por mantas aquecedoras. Uma
mistura de hexano e diclorometano (1:1; v/v) sera utilizada. Serdo utilizadas cerca de 8 g de amostra
(peso seco). Os padrdes internos PBDE-181 e PBDE-209 serdo adicionados as amostras. O volume
final sera reduzido, para dar entdo prosseguimento a etapa de purificacdo. O método utilizado para
purificacdo de amostras é aquele descrito e validado por Covaci e Koppen (2002) e Voorspoels et al.
(2003). O conteudo lipidico sera quantificado por gravimetria, sendo que as concentracdes finais dos
compostos organobromados serdo entdo normalizadas considerando-se o conteudo de lipidios na
amostra analisada. As concentragbes dos PBDEs e MeO-PBDEs serdo mensuradas utilizando-se
cromatdgrafo de fase gasosa (GC) acoplado a espectrdmetro de massa (MS). O GC sera operado no
modo de ionizacdo quimica negativa (ECNI). O metano sera utilizado como gas de apoio do detector
e as temperaturas de fonte de ions, quadrupélo e interface serdo ajustadas para 230, 150 e 300°C,
respectivamente. O MS serd utilizado no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z
= 79 e 81 (de tri- a hepta-BDES) e 484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BDE 209,
respectivamente), sendo monitorados durante toda a corrida. O controle de qualidade sera realizado
através de andlises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecao
randdmica de padrdes certificados de referéncia e brancos de solventes.
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A metodologia de andalise de HPAs nas amostras de quelbnios serd adaptada e otimizada a
partir de procedimento descrito pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (USEPA,
2014). Resumidamente, as aliquotas das amostras liofilizadas serdo pesadas e extraidas em Soxhlet
com metanol, seguidas pela reacdo de saponificacdo através da adicdo de hidroxido de potassio.
Posteriormente, serda conduzida uma extracdo liquido-liquido com hexano, onde a amostra sera
transferida para um funil de separacao, onde sera adicionado hexano, sendo que através de agitacao
manual, o extrato de hexano serd separado e recolhido em novo baldo. Tal procedimento sera
repetido por 3 vezes, sendo que todo o extrato de hexano seré recolhido e entdo reduzido a cerca de
1 mL em evaporador rotativo a vacuo. Os extratos serdo purificados através de clean up, a ser
realizado em colunas de vidro. Ao extrato reduzido em Turbo vap, sera adicionado o padréo interno,
visando a quantificagdo dos compostos. A identificacdo e quantificagdo dos HPAs serdo realizadas
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS).

6.11. Analises das concentragdes de metais nas amostras de &agua, sedimentos,
invertebrados, peixes e aves

As andlises das concentracdes dos metais As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de
agua, sedimento, invertebrados (individuos inteiros ou tecidos), peixes (tecidos) e aves (tecidos)
serdo realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrédmetro de absor¢éo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua. Por sua vez, a analise da concentracdo de Hg nestas amostras sera
realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotbmetro
de absorcao atémica.

Para as andlises de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn, as amostras de agua filtradas e nao
filtradas oriundas dos pontos amostrais da Foz do Rio Doce e regido costeira adjacente serdo
dessalinizadas, a fim de minimizar um possivel "efeito matriz" associado as altas concentragfes de
fons presentes na 4gua salgada (Nadella et al., 2009). Para tal, os metais representativos presentes
em 1 mL de amostra de agua serdo precipitados adicionando-se 1 pL de o6xido de lantanio (10 mg
La/mL) e 7,5 uL de carbonato de sédio (1 M), o que elevara o pH da amostra para aproximadamente
9,8. A solucdo sera entdo gentilmente agitada em banho-maria (80°C) por 30 min para promover a
floculacdo do precipitado, na sua maioria constituido de hidroxido de lantanio. A solucdo resultante
sera entdo centrifugada a 3.000 xg por 15 min, sendo que o sobrenadante obtido sera descartado. O
precipitado remanescente sera dissolvido em 1 mL de acido nitrico (HNOj3, 1 N) ultrapuro (Suprapur,
Merck) e utilizado na determinacdo da concentracdo dos metais. As andlises das concentracdes de
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn em todas as amostras de agua (doce, estuarina e marinha) seréo
realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrébmetro de absorcdo atbmica de alta
resolucdo com fonte continua. Por sua vez, a analise da concentracdo de Hg nestas amostras sera
realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro
de absor¢éo atbmica. As concentracdes totais e dissolvidas dos metais nas amostras de 4gua serdo
expressas em ug/L e comparadas com a Resolugdo CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005),
respeitando-se o tipo (Agua doce, salobra ou marinha) e as classes de qualidade de cada amostra de
agua em analise. Para verificar a acuracia e exatiddo das andlises, serdo realizados controles de
qualidade analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos", onde todos os procedimentos para a
preparacdo e andlise das amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra.
Além disso, serdo utilizadas solucfes padres certificadas do Conselho Nacional de Pesquisa do
Canadé (NRCC) para os metais a serem analisados nos diferentes tipos de dguas analisadas (NASS-
6: agua marinha; SLEW-3: agua salobra; SLRS-6: agua doce). Os percentuais de recuperagao dos
metais nas solugBes padrBes certificadas, bem como os limites de deteccdo e quantificacdo do
método para 0s metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo apresentados.

As amostras de material biolégico serdo previamente secas em estufa (45-60°C) até peso
seco constante e digeridas em acido nitrico (HNO3) ultrapuro (Suprapur, Merck) na propor¢édo de 1 g
de peso seco de material biolégico para 2 mL de acido nitrico. O teor de 4gua para cada amostra sera
obtido. As amostras serdo entdo submetidas a digestdo acida lenta em tubos plasticos tipo
Eppendorf, os quais serdo devidamente lacrados e mantidos em estufa incubadora (45-60°C) até a
completa digestdo das amostras. As amostras contendo o material bioldgico digerido serdo entédo
avolumadas a 1 mL com agua tipo MilliQ. No momento das andlises, caso necessario, as amostras
serdo diluidas utilizando-se agua tipo MilliQ, visando se adequar as concentracdes dos metais nas
amostras aquelas presentes nas solucdes padres certificadas utilizadas para calibrar o
equipamento. As concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de material
bioldgico, preparadas conforme descrito acima, serdo analisadas utilizando-se forno de grafite
acoplado a espectrofotdmetro de absorcdo atbmica de alta resolugdo. Por sua vez, a andlise da
concentracdo de Hg nestas amostras sera realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador
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de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcéo atémica. As concentracbes dos metais no
material biolégico serdo expressas em pug/g de peso umido (mg/kg de peso umido) e ug/g de peso
seco (mg/kg de peso seco). Os resultados das amostras de musculo de crustdceos e peixes serdo
comparados com os limites estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria RDC n® 42, de 29/08/2013 (ANVISA, 2013), que dispde sobre o
Regulamento Técnico MERCOSUL sobre Limites Maximos de Contaminantes Inorganicos em
Alimentos. Para verificar a acuracia e exatiddo das analises, serdo realizados controles de qualidade
analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos", onde todos os procedimentos para a preparagdo e
analise das amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, serdo
analisados materiais de referéncia certificados para andlise de metais tracos do Conselho Nacional
de Pesquisa do Canada (NRCC), de acordo com o material biolégico analisado (DOLT-5: figado de
peixe; DORM-4: musculo de peixe; TORT-3: hepatopancreas de lagosta). Amostras destes materiais
serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras do material biolégico coletado no
monitoramento, conforme descrito anteriormente. Os percentuais de recuperacdo dos metais
presentes nos materiais de referéncia certificados, bem como os limites de detec¢éo e quantificacdo
do método para os metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo apresentados.

As amostras de sedimentos, coletadas conforme descrito acima, serdo tratadas com digestéo
acida, conforme os procedimentos descritos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, 1996). As concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de sedimento
serdo analisadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrofotémetro de absor¢cdo atbmica de
alta resolucéo. Por sua vez, a andlise da concentracdo de Hg nestas amostras sera realizada pelo
método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcao
atdmica. As concentra¢des dos metais no sedimento serdo expressas em pg/g de peso umido (mg/kg
de peso Uumido) e pg/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Para verificar a acuracia e exatiddo das
andlises, serdo realizados controles de qualidade analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos",
onde todos os procedimentos para a preparacao e analise das amostras serdo igualmente realizados,
porém na auséncia da amostra. Além disso, sera utilizado material de referéncia certificado do
Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC) para os metais a serem analisados (MESS-4).
Amostras deste material serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras de sedimento
coletadas no monitoramento, conforme descrito anteriormente. Os percentuais de recuperacdo dos
metais presentes no material de referéncia certificado, bem como os limites de deteccdo e
quantificacdo do método para os metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo
apresentados.

6.12. Andlises de biomarcadores em amostras de invertebrados e peixes

Biomarcadores sdo alteragdes bioldgicas que expressam a exposic¢ao e os efeitos toxicos dos
poluentes presentes no ambiente e podem ser mensuradas em nivel molecular, celular e 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
alteracdo biologica mensuravel (biomarcadores de exposi¢cdo) e/ou a magnitude de resposta do
organismo aos contaminantes (biomarcadores de efeito). Assim, os biomarcadores serdo analisados
de forma seletiva nas amostras de invertebrados e peixes coletados no presente programa de
monitoramento, considerando-se os potenciais efeitos bioldégicos dos metais (desequilibrio ibnico e
osm@tico, inibicdo enzimatica, oxidacdo de biomoléculas, danos morfoldégicos e desequilibrio
enddcrino) nos respectivos tecidos e organismos a serem analisados, bem como a quantidade de
amostra disponivel para a realizacdo das analises em questdo e os resultados j4 obtidos nas 5
expedicbes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIio (janeiro/2016 -
fevereiro/2018) na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Os biomarcadores a serem
analisados nas respectivas amostras de tecidos e organismos coletados no presente programa de
monitoramento ambiental encontram-se listados abaixo (Tabela 5).

Tabela 5. Lista dos biomarcadores a serem analisados nas amostras de organismos coletados nas
diferentes areas de monitoramento.

Amostra Biomarcador

Concentragdo de metalotioneinas (exposicao)

Fitoplancton Peroxidacdo lipidica (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Zooplancton Peroxidacao lipidica (efeito)
Composicéo ibnica corporal (efeito)
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Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Larvas de quironomideos Composicéo ibnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)

Girinos de anfibios Composigéo ibnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
Poliquetos, anfipodos, isépodos e Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
moluscos Peroxidacao lipidica (efeito)
Hemolinfa de camardes dulcicolas e Composicédo ibnica hemolinfatica (efeito)
estuarinos Danos de DNA (efeito)

Hemolinfa de camardes marinhos e de

: ; . Danos de DNA (efeito)
caranguejos de manguezais e de praias.

Branquias de camardes dulcicolas e Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
estuarinos Peroxidacao lipidica (efeito)

Branquias de camardes marinhos e de

) ; ; Peroxidagao lipidica (efeito)
caranguejos de manguezais e de praias

Hepatopancreas de camardes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos) e caranguejos
(manguezais e praias)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Peroxidacao lipidica (efeito)

Composigédo ibnica plasmatica (efeito)
Danos de DNA (efeito)
Desreguladores endécrinos (efeito)

Sangue de peixes (dulcicolas, estuarinos e
marinhos)

A . . . Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)
Branquias de peixes (dulcicolas, estuarinos

e marinhos) Danos morfolégicos (efeito)

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢éo)
Peroxidacao lipidica (efeito)

Figado de peixes (dulcicolas, estuarinos Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)

marinhos)
Danos morfolégicos

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)

Musculo de camardes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos), caranguejos
(manguezais e praias) e peixes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos)

Oxidacéo de proteinas (efeito)

Corais e hidrocorais Peroxidacéo lipidica (efeito)

Atividade de enzimas envolvidas na calcificacdo (efeito)

As metodologias a serem empregadas para as analises dos biomarcadores listados na
Tabela 6 encontram-se descritas abaixo. Porém, para fins de praticidade e rapidez na realizagcdo das
andlises, bem como de precisao e reprodutibilidade dos dados, sempre que possivel serdo utilizados
kits comerciais de reagentes especificos que utilizem metodologia semelhante aquelas descritas
abaixo para a determinacédo dos respectivos biomarcadores.

Concentracdo de metalotioneinas

A determinacdo da concentracdo de metalotioneinas sera realizada conforme descrito por
Viarengo et al. (1997). A amostra sera homogeneizada e centrifugada (6.000 xg) durante 10 min. O
sobrenadante serd descartado e o precipitado sera homogeneizado com 1 mL de etanol 87% e
cloroférmio 1% diluidos em tampéo Tris-HCI (20 mM). A solugéo resultante sera centrifugada a 6.000
xg durante 10 min. O sobrenadante serd novamente descartado e o novo precipitado obtido sera
homogeneizado em 150 yL de NaCl (250 mM) e serdo adicionados posteriormente 150 L de solugao
de EDTA (4 mM) e HCI (1 N). A seguir, 100 yL de cada amostra (em duplicata) serdo adicionadas a
1,4 mL de solucédo de DTNB preparada em um tampéo (pH 8,0) contendo Na,HPO,4.7H,0 (200 mM),
NaCl (2 M) e DTNB (0,43 mM). Apdés nova centrifugagdo a 3.000 xg por 5 min, 350 uL do
sobrenadante obtido a partir de cada amostra serédo entdo transferidos, em duplicata, para as pocas
de uma microplaca. A leitura de absorbancia (405 nm) sera feita em espectrofotdbmetro de
microplacas. Os resultados serdo expressos em pmol GSH/g de peso Umido de tecido. Para fins de
praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos
dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Fish Metallothionein ELISA Kit, fornecido
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pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de andlise também utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca.

Composicéo ibnica corporal, hemolinfatica ou plasmatica

Para a determinacdo da composicdo ibnica corporal, os microinvertebrados serdo coletados,
rapidamente (30 s) lavados em agua tipo MilliQ, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apés 96 h de
secagem em estufa (70°C), sera determinado o peso seco do material digerido e este digerido em
acido nitrico 65% (SupraPur, Merck). Apds completa digestdo, as amostras serdo apropriadamente
diluidas para a analise da composicdo iénica (Ca, K, Mg e Na), as quais serdo determinadas por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica no modo chama. Por sua vez, a concentracdo de cloretos
sera analisada pelo método de formacdo de cianeto férrico de enxofre. Os resultados serdo ser
expressos em mg/g de peso umido. No que se refere a composicao idnica hemolinfatica e plasmatica,
esta sera analisada nas amostras de hemolinfa (crustaceos) e sangue (peixes) que foram coletadas
durante o monitoramento, conforme descrito acima. As andlises dos ions (Ca, K, Mg, Na e Cl) serdo
realizadas conforme descrito para a analise da composic¢ao corporal.

Atividade da Na",K*-ATPase

As amostras de material bioldgico para a determinacéo da atividade da Na',K'-ATPase seréo
preparadas com base nos procedimentos descritos por Péqueux e Chapelle (1982). As amostras,
coletadas conforme descrito acima, serdo homogeneizadas num meio contendo 1 mL de tamp&o Sl
(sacarose - Imidazol em pH 7,6) e mantidas em banho de gelo. Apos seréo centrifugadas a 5.000 rpm
e a 5°C, por 5 min. O sobrenadante obtido sera coletado para determinacgio da atividade da Na',K'-
ATPase, a qual sera determinada utilizando-se um método colorimétrico. Para tal, serdo usados 100
mL do sobrenadante do homogeneizado, onde serdo adicionados 2,5 mL de uma solucdo salina A
contendo 77 mM de NaCl; 20 mM de KCI; 6 mM de MgCI2 e 3 mM de ATP. O pH da solucédo sera
ajustado a 7,6 com tampé&o Tris-HCI 0,1 mM. As amostras serdo incubadas durante 60 min a 25°C, no
escuro e a leitura sera feita a 620 nm. A mesma reagéo sera realizada com 100 uL de sobrenadante e
2,5 mL de uma solucao salina B contendo 83 mM de NaCl; 6 mM de MgCI2, 3 mM de ATP e 1 mM de
ouabaina. Ambas as reacbes serdo mantidas por 1 h, quando entdo serdo inibidas pela adicdo de
acido tricloroacético 50%. A quantidade de fésforo produzido em cada reacdo sera determinada
utilizando-se um kit de reagentes especificos para a determinacdo do fosforo. A diferenca na
producdo de fésforo entre as duas reacdes realizadas acima serd entdo considerada como sendo
aquela atribuida a atividade da Na*,K’-ATPase. A concentragio da proteina no homogeneizado sera
determinada colorimetricamente, com base no método de Bradford, usando-se albumina de soro
bovino como padrdo. A atividade da enzima sera entdo expressa em mmoles Pi/mg proteina/h. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisao e reprodutibilidade
dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Na+/K+ ATPase Assay Kit, fornecido
pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de analise também utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca.

Atividade de enzimas envolvidas na calcificagdo

A preparagdo das amostras para analise dos parametros de calcificacdo sera realizada
macerando-se as amostras em nitrogénio liquido e separando-as em aliquotas de 150-200 mg. Para
cada andlise, as amostras serdo homogeneizadas em tampédo especifico (1:1; peso/volume) para
cada ensaio, com o auxilio de um sonicador. As amostras homogeneizadas serdo entdo
centrifugadas (10.000 xg, 20 min, 4°C) e o sobrenadante coletado para as analises, sendo
imediatamente utilizado para as medidas de atividade enzimatica (Ca2+—ATPase Mg“-ATPase e
anidrase carbdnica). A quantificacdo de proteinas totais nas amostras homogeneizadas sera
realizada baseando-se no método de Bradford.

A determinacado da atividade da anidrase carb6nica sera realizada medindo-se a reducao de
pH associada a catélise da hidratacdo do CO,, com a correspondente liberacdo de H" (Henry, 1991).
O tampaéo utilizado para homogeneizacdo das amostras sera 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 serdo adicionados a 3 mL de uma
solucdo de reacdo composta por Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), manitol (225 mM) e
fosfato (10 mM). Em seguida, serdo adicionados 280 uL de substrato (dgua destilada saturada com
CO,) e o pH registrado a cada 5 s, durante 30 s, com o auxilio de um pHmetro de bancada.
Paralelamente, serdo realizadas determinagbes do "branco de reacao", onde 15 pyL do tampao de
homogeneizacéo serédo adicionados a solucéo de reac¢do e ao substrato. Sera utilizado o modelo de
regresséo linear (variavel dependente: pH, variavel independente: tempo) para determinar a
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declividade das retas de reacdo. A média dos dados obtidos nos homogeneizados sera a taxa de
reacdo catalisada, enquanto a média dos dados obtidos nos brancos indicara a taxa da reacéo nao
catalisada. Os resultados serdo normalizados considerando a quantidade de proteinas nas amostras
e expressos em unidades de anidrase carbbénica/mg proteina. Para fins de praticidade e rapidez na
realizacdo das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado
um kit comercial de reagentes (Fish Carbonic Anhydrase ELISA Kit, fornecido pela MyBiosource; ou
outro kit similar), cujo principio de analise utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

A determinagao das atividades da Ca**-ATPase e da Mg”*-ATPase sera realizada utilizando-
se o0 método descrito por Vajreswari et al. (1983), com madificacées. O homogeneizado da amostra
serd preparado utilizando-se tampédo composto por Tris-HCI (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM),
DTT (1 mM) e PMSF (1 mM). O homogeneizado sera centrifugado (20 min, 10.000 xg, 4°C) e 20 pL
do sobrenadante serdo utilizados para a andlise. O meio de reagdo utilizado na andlise da atividade
da Ca**-ATPase sera composto por NaCl (189 mM), MgCIz (5 mM), CacCl, (5 mM) e Tris-HCI (20 mM,
pH 7,6). A incubacdo da reacgdo sera reallzada a 30°C, por 30 min. Por sua vez, o meio de reacéo
utilizado na andlise da atividade da Mg®*-ATPase sera composto por NaCl (189 mM), MgCl, (5 mM),
EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacdo da reacgéo sera realizada a 30°C, por 30
min. No inicio da incubacao, ATP (3 mM) e ouabaina (1mM) serdo adicionados aos meios de rea¢ao.
A concentracéo de fosfato inorganico (Pi) liberada pela atividade das enzimas no meio de reagéo sera
determinada utilizando-se o método colorimétrico (630 nm). Os resultados serdo normalizados com
base na quantidade de proteinas totais presentes nos homogeneizados e serdo expressos em mM
Pi/mg proteina/min. Para fins de praticidade e rapidez na realizagdo das analises, bem como de
precisdo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Ca-
ATPase ELISA Kit fornecido pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de andlise também
utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

Atividades de enzimas do metabolismo energético

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) seréo
analisadas em homogeneizados das amostras das branquias e figado dos peixes coletados durante o
monitoramento, conforme descrito acima. Os homogeneizados das amostras de branquias e figado
serdo realizados por maceracdo mecéanica em mistura contendo 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton x
100. Apés centrifugacdo, o sobrenadante obtido sera utilizado para as analises das atividades da
LDH e MDH. A avaliagcdo da atividade da LDH sera realizada pela mistura de solucdo de piruvato de
sédio (1 mM), KCI (100 mM), tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) e NADH (250 uM) a uma aliquota do
sobrenadante de cada homogeneizado de branquia ou figado. Para a determinacédo da atividade da
MDH, serdo adicionados a aliquota do sobrenadante dos homogeneizados uma solucdo de acido
oxaloacético (0,4 mM), MgCl, (20 mM), NADH (150 uM) em tampéao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os
procedimentos para as analises enzimaticas serdo aqueles descritos por Thuesen et al. (2005) 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 em analise sera determinada por
espectrofotometria UV em 340 nm. A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados sera
realizada pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas serdo expressas em U/mg de proteina.
Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e
reprodutibilidade dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes (Lactate
Dehydrogenase Activity Assay Kit e Malate Dehydrogenase Activity Assay Kit, fornecidos pela Sigma-
Aldrich; ou outros kits similares), cujos principios de analise também estdo baseados em métodos
espectrofotométricos.

Atividades de enzimas antioxidantes

As atividades da catalase (CAT) e da superdxido dismutase (SOD) serdo analisadas nos
homogeneizados de tecidos preparados conforme descrito no item "Atividades de enzimas do
metabolismo energético”. A atividade da CAT sera determinada através da analise do decréscimo da
concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,0,), conforme descrito por Beutler (1975). Por sua vez, a
atividade da SOD sera analisada medindo-se o grau de reducéo do citocromo C, conforme descrito
por McCord e Fridovich (1969). A dosagem de proteinas dos homogeneizados sera realizada pelo
método de Bradford. As atividades da CAT e da SOD serdo expressas em U/mg de proteina. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de preciséo e reprodutibilidade
dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes, cujos principios de analise também
estdo baseados em métodos espectrofotométricos em microplaca (Catalase Assay Kit e Superoxide
Dismutase Assay Kit, fornecidos pela MyBiosource; ou outros kits similares).
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Peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica (LPO) sera determinada nas amostras do material biolégico utilizando-
se o método fluorescente baseado nas substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) descrito
por Oakes e van Der Kraak (2003). Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacao
do malondialdeido (MDA), produto da peroxidacéo lipidica, com o acido tiobarbitdrico. Esta reacéo
ocorre em condicbes de acidez e alta temperatura (95°C), gerando um cromogeno fluorescente. Para
serem analisadas, as amostras serdo homogeneizadas (1:9; peso:volume) utilizando-se uma solugéo
tampao. A fluorescéncia gerada (emissdo: 520 nm; emissao: 580 nm) sera medida utilizando-se um
espectrofluorimetro. Os dados serdo calculados com base em uma curva construida com solucdes
padrées de tetrametoxipropano (TMP), que ap6s hidrélise gera MDA. Os resultados serédo
normalizados em relagéo ao contetdo de proteinas nas amostras, o qual sera determinado utilizando-
se 0 método de Bradford. Os dados serao expressos em nmol MDA/mg proteina. Para fins de
praticidade e rapidez na realizagdo das andlises, bem como de precisédo e reprodutibilidade dos
dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes, cujo principio de andlise também utiliza um
método espectrofotométrico em microplaca [Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit, fornecido pela
MyBiosource; ou outro kit similar].

Oxidacgao de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas serdo analisados utilizando-se o método descrito por Dalle-
Done et al. (2003). Portanto, para quantificar a concentracdo de proteinas carboniladas nas amostras
biologicas serdo utilizadas as técnicas de eletroforese unidimensional e de ensaio imunoldgico por
"Western blotting". Neste caso, a deteccdo das proteinas carboniladas envolve a derivatizacdo do
grupamento carbonil com 2,4-dinitrofenilhidrazine (DNPH), a qual leva a formagdo de um produto
estavel, a 2,4-dinitrofenil hidrazona (DNP). Antes da derivatizagdo, o conteddo de proteinas da
amostra sera padronizada em 0,2 mg/ml de homogenizado, visando normalizar as amostras para a
realizacé@o do ensaio de eletroforese (SDS-PAGE) e "Western blotting”. No processo de derivatizagéo,
as proteinas reagirdo com DNPH em uma solu¢do contendo 12% SDS e uma solucdo de DNPH/TFA
[20 MM DNPH em 20% (v/v) de TFA (&cido trifluoroacético). Adicionalmente, trés amostras servirdo
como controle positivo, as quais conterdo 1, 2 e 4 mM de H,O, para induzir o dano oxidativo na
amostra. Apds incubagédo por 15 min na temperatura ambiente, a mistura de reagdo sera neutralizada
com uma solugéo 2M de Tris-Base contendo 30% de gliceraldeido. Para cada amostra, as proteinas
derivatizadas com DNPH serdo separadas para eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida
12% (1D SDS-PAGE), eletroprecipitadas em membranas de PVDF e submetidas ao ensaio
imunoldgico para determinagdo do contetdo de proteinas carboniladas com um anticorpo anti-DNP
(Invitrogen, EUA). As bandas obtidas seréo visualizadas utilizando-se um kit de reagentes para
imunodeteccao colorimétrica (Invitrogen, EUA). As densidades das bandas obtidas serdo analisadas
para cada amostra apds escaneamento da membrana de PVDF. Os resultados serdo expressos em
pixels de densidade o¢tica. Para fins de praticidade e rapidez na realizacéo das andlises, bem como
de preciséo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes, cujo
principio de andlise de proteinas oxidadas é semelhante aquele descrito acima, porém que utiliza um
método espectrofotométrico em microplaca (Protein Carbonyl ELISA Kit, fornecido pela Cell Biolabs;
ou outro kit similar).

Dano de DNA

O Anexo 1 do TR4 prevé cinco metodologias diferentes para avaliagdo de danos a molécula
de DNA (deteccdo de sitios AP através de kit comercial, ensaio do vermelho neutro, teste de
micronlcleo, ensaio cometa, e detec¢do de caspases por imunohistoquimica), conforme descrito a
seguir. Considerando que todas estas metodologias estdo associadas ao mesmo biomarcador de
efeito (danos ao DNA) e, portanto, fornecem dados semelhantes, as amostras de hemolinfa de
crustaceos e sangue de peixes coletados nos pontos mencionados anteriormente serdo testadas
através de, pelo menos, duas destas técnicas, principalmente em funcdo da disponibilidade de
material coletado em campo. Esta abordagem permite a avaliagdo de danos ao material genético,
conforme originalmente proposto no Anexo 1 do TR4, mesmo em condic¢des limitantes de quantidade
de material biol6gico disponivel e de processamento deste material campo. Cabe salientar que esta
abordagem também viabiliza a possibilidade de comparacao dos resultados obtidos com diferentes
técnicas de andlise de dano ao DNA nas amostras coletadas durante o monitoramento.

Para a andlise de danos oxidativos no material genético, 0 DNA gendmico podera ser isolado
utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (DNA isolation kit, fornecido pela
PromoKine, Promocell; ou otro kit similar). Por sua vez, a andlise de danos oxidativos no DNA sera
realizada com base na identificagdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Os sitios AP serdo
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medidos utilizando-se uma sonda capaz de reagir com o grupo aldeido destes sitios, a qual sera
detectada por colorimetria (450 nm) em uma leitora de microplacas. Para tal, serd 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 serédo
expressos em sitios AP/mg de proteina, considerando a concentracao de proteinas nas amostras, a
qual sera determinada utilizando-se o método de Bradford.

O ensaio do vermelho neutro podera ser realizado com os hemacitos presentes nas amostras
de hemolinfa dos crustaceos (camardes e caranguejos) coletados nas diferentes areas do
monitoramento. A amostragem da hemolinfa sera realizada com seringa contendo anticoagulante
diluido em solugao fisiolégica especifica para a espécie alvo. A metodologia do vermelho neutro
proposta no Anexo 1 do TR4 baseia-se na capacidade de retencdo do vermelho neutro pelos
lisossomos, analisado durante um intervalo de tempo. De acordo com o indicado no Anexo 1 do TR4,
a analise consistird de “exame cuidadoso das células, com anotagdo das anormalidades estruturais,
bem como o tempo de retencdo do vermelho neutro. Para esta Ultima observacdo, devera ser
estimada a proporcdo de células com “vazamento” lisossomal para o citosol, bem como as
anormalidades no tamanho/cor dos lisossomos. Na avaliacdo temporal das laminas, sera utilizado o
sinal “+" quando <50% das células apresentarem o citosol claro e auséncia de anormalidades
estruturais ou estresse; o sinal “t” quando entre 50 a 75%; e o sinal “-" quando >75%". Esta
metodologia, classicamente empregada na Ecotoxicologia desde a década de 90, embora
circunstanciada numa avaliacdo qualitativa, fornece informacfes claras sobre dano. No entanto,
permite trabalhar com um ndmero pequeno de amostras. Isto porque, para andlise, a amostra tem um
tempo de preparo (entre incubagéo e descanso) que perfaz no minimo 45 min, e a anélise em si, sob
microscopia de luz, de cada amostra é realizada durante 2 h de observagdo. O ensaio deve ser
realizado com amostras frescas, logo para apenas uma amostra seria necessario no minimo cerca de
3 h de dedicacdo. Este tempo representa um esforco de pessoal de campo, depois da fase de
amostragem, que nao favorece o processamento do nimero de amostras proposto no Anexo 1 do
TR4. Assim, propde-se aqui readequar a analise do vermelho neutro para andlise de retengdo em
microplaca (Ensaio com Vermelho Neutro adaptado de Babich & Boreunfreund, 1991), que permite o
processamento de um nimero grande de amostras simultaneo, gerando um resultado quantitativo.
Para esta metodologia a amostra da hemolinfa destinada ao ensaio com vermelho neutro sera
subdividida em duas aliquotas, uma sera reservada para andlise de proteinas para normalizacdo do
resultado final, e a outra sera processada como descrito a seguir. As amostras serdo centrifugadas
para remocdo da hemolinfa diluida em solucéo fisioldgica da espécie e serao adicionados 200 pL de
solucao de Vermelho Neutro 40 pg/mL. As amostras serdo incubadas por 3 h e depois centrifugadas.
O sobrenadante sera descartado e ser&o adicionados 200 pL de solucdo de formaldeido (0,5% v/v)
em CaCl, (1%). Ap6s 10 min de incubagdo, as amostras serdo centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Nesta etapa, as amostras (células fixadas em formaldeido) seréo congeladas (-20°C). As
proximas etapas do protocolo serdo realizadas em laboratdrio, onde apds o retorno das amostras
para temperatura ambiente, serdo adicionados 100 pL de solucdo de alcool-acido (1% de acido
acético em 50% de alcool etilico) para a extragdo do corante. As amostras serdo sonicadas e a
solucao de alcool-acido ter4 a absorbancia analisada em leitura de microplaca (540 nm).

Para a avaliacdo do dano no material genético através do ensaio de micronucleo serdo
utilizadas as amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes coletadas durante o
monitoramento, conforme descrito acima. As amostras serdo coletadas com seringas (1 mL), munidas
de agulhas 21 gauge, para evitar danos aos hemdcitos. As amostras serdo transferidas para tubos
siliconizados, que serdo dispostos em microcentrifuga (1.000 rpm, por 5 min), com retirada de 50 L
com micropipeta, colocada junto ao fundo do tubo. Este volume de material ser4 gotejado na lateral
da lamina, sendo entédo espalhado por esfregago com outra lamina. O procedimento sera realizado
individualmente, com a obtencéo de trés laminas/individuo, as quais serdo secas ao ar e fixadas com
solugdo de Carnoy (3 metanol : 1 &cido acético), por cerca de 20 min, com nova secagem a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas serdo coradas com solucdo de Giemsa 2%,
preparada em tampédo fosfato pH 8,0 (Na,HPO, + KH,PO,), também por 20 min. Apds este
procedimento, as laminas serdo lavadas com agua deionizada, secas ao ar e com adesdo de
laminulas com Entellan® (Merck). Posteriormente, as laminas serdo examinadas sob microscépio
Optico comum, integrado a um sistema de andlise de imagens por computador, com contagem das
células micronucleadas pelo programa KS300® (Carl Zeiss, Alemanha) ou alternativamente o
software livre ImageJ. As trés laminas de cada individuo serdo avaliadas em aumento de 1.000X,
com avaliagdo de 1.000 hemdcitos em cada lamina, sendo entdo quantificado o namero de células
micronucleadas por 1.000 células analisadas (MN%o).
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Para avaliagdo do dano no material genético através do ensaio cometa poderao ser utilizadas
as amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes coletadas durante o
monitoramento, conforme descrito acima. Aliquotas das amostras serdo misturadas a 100 pL (0,5%)
de agarose com baixo ponto de fuséo, diluidas em tampéo fosfato (342 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,,
1,7 mM K,HPO,) e 16 mM KCI (pH 7,6; 780 mOsmol/kg), que serdo colocadas sobre laminas
previamente preenchidas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobertas por laminulas e
mantidas sob refrigeracdo até atingirem estado sélido (5-7 min). Apds este periodo, as laminulas
serdo retiradas e colocadas em solucdo de lise gelada pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
TRIS, 10% DMSO, 1% TRITON X-100), por no minimo 1 h. Ap6s este periodo, as laminas serdo
lavadas e mergulhadas em uma cuba com tampéo alcalino de eletroforese pH>13 (10 M NaOH, 200
mM EDTA), para desnaturagdo do DNA (15 min). A eletroforese sera realizada sob 1V/cm e 300mA
(15 min), em gelo, com posterior lavagem das laminas em tamp&o de neutralizacdo pH 7 (0,4 M Tris),
por igual tempo, com posterior fixagcdo em etanol (10 min). Serdo examinadas 100 células/lamina,
com duas laminas/individuo, onde os “cometas” serdo categorizados quanto a extensdo da migracao
do DNA (variavel qualitativa): (0) sem dano; (1) ligeiramente danificado; (2) moderadamente
danificado; (3) muito danificado; e (4) dano méximo. Ser4 também realizada a medicdo da “cauda”
desses “cometas” (variavel quantitativa), utilizando-se o programa computacional KS-300® (Carl
Zeiss, Alemanha) ou alternativamente o software livre ImageJ, em um sistema de analise de imagens
por computador acoplado a um microscépio Axiolab® (Carl Zeiss, Alemanha). A eletroforese permitira
avaliar os danos ao DNA, causados por processos bioldgicos como quebras de cadeia simples de
DNA, lesGes a sitios &lcali-labeis ou, ainda, reparo incompleto dos sitios de excisdo. A variavel
gualitativa representara a proporcao de extensdo dos danos ao DNA nas quatro classes em analise,
podendo ser confrontadas por uma andlise de propor¢des multinomiais.

A avaliacdo de danos no material genético também podera ser realizada por analise da
inducdo de apoptose, através de técnica imunohistoquimica (branquias ou figado) ou de
imunocitoquimica (sangue) dos peixes coletados durante o monitoramento, dependendo das
condi¢Bes de trabalho em campo. No caso de ser utilizada a técnica imunohistoquimica, cortes
histoldgicos das amostras deverdo ser reidratados e tratados com tripsina (Img/mL em PBS 0,01
mol/L, pH 7,4) por 3 min (a 37°C). No caso de ser utilizada a técnica de imunocitoquimica, esta etapa
de processamento da amostra ndo sera necessaria. Em ambos os casos, sera realizada uma
incubacdo com soro goat a 5% por 30 min, para que sejam evitadas ligacdes ndo especificas. As
amostras serdo entdo incubadas durante 16 h em camara Umida com o anticorpo primario (anti-
caspase), diluido em PBS-A 0,005% (tampéo fosfato salino, 0,01mol/L, pH 7,4) a 4°C. As amostras
serdo novamente incubadas, porém agora com o anticorpo secundario biotinilado (Vector
Laboratories) por 1 h, para posterior amplificagdo com kit Vectastain ABC Elite (Vector Laboratories)
em temperatura ambiente, por 30 min. A DAB (3,3~ diaminobenzidina, 1:300) sera utilizada como
substrato para a peroxidase. As amostras serdo lavadas 5 vezes em PBS 0,01 mol/L, entre todos os
passos descritos acima, exceto antes do anticorpo primério. Todo o procedimento sera realizado a
temperatura ambiente. Padroniza¢des quanto a recuperacdo antigénica, concentracdo de anticorpos,
e outros seréo feitos caso a caso.

Danos morfoldgicos

Efeitos histopatolégicos serdo avaliados nas amostras de branquias e figado dos peixes
coletados durante o monitoramento, conforme descrito acima. Fragmentos de figado e brénquias
serdo imersos em paraformaldeido 4% ou solugdo de Bouin por até 24 h, a 4°C, desidratados em
concentragdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material sera
seccionado em micrétomo rotativo. As sec¢bes obtidas serdo coradas com hematoxilina/eosina e
tricémio de Mallory. Algumas laminas serdo submetidas a técnica de coloracdo PAS, sendo para isso
banhadas em acido periédico 1% por 10 min, lavadas em agua destilada e mergulhadas em Reativo
de Schiff por 20 min. Em seguida, sera realizada uma nova lavagem em agua corrente por 10 min,
seguida de coloracdo com hematoxilina de Harris por 3 min, lavagens em &gua destilada,
desidratacdo e montagem. Este material serd utilizado para analises histopatoldgicas, onde serao
avaliados: areas de necrose, esteatose, goticulas lipidicas, colestase, neoplasias, melanomacrofagos,
alteracBes nucleares, congestdo hemorragica, infiltrados inflamatorios, fibrose e aneurisma lamelar.
Considerando o reduzido numero de amostras estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e
posteriormente pela Nota Técnica n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, recomenda-se que as andlises de
ecotoxicologia reprodutiva e de histopatologias gonadais em peixes sejam realizadas posteriormente,
através de um planejamento amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos
estudos populacionais em peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacdes de
peixes estudadas ao longo do programa de monitoramento em curso.
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Biomarcadores de desregulacdo endocrina

Também serdo realizadas analises 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 fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises,
bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, serd 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.
Considerando o reduzido numero de amostras estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e
posteriormente pela Nota Técnica n°® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, recomenda-se que a determinacao
da razéo sexual e da proporcdo de peixes intersexo nas amostras sejam realizadas posteriormente,
através de um planejamento amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos
estudos populacionais em peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacdes de
peixes estudadas ao longo do programa de monitoramento em curso.
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