TERMO DE REFERENCIA 4

PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE AQUATIC A

ANEXO 1 - MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO DOS IMPACTOS
CAUSADOS PELA LAMA ORIUNDA DO ROMPIMENTO DA BARRAGE M DE
MARIANA (MG) EM REGIOES DULCICOLAS, ESTUARINAS E MA RINHAS.

1. Contexto:

Este termo visa definir o monitoramento ecotoxigaloé dos impactos causados pelo desastre
ocorrido em Mariana (MG), com graves consequénpes 0s ecossistemas dulcicolas,
estuarinos e costeiros. Os resultados obtidos mases realizadas até o presente momento
demonstram a existéncia de toxicidade cronica lm®ntaada, assim como contaminac¢ao por
metais na agua coletada nas diferentes areasutibesendo que em muitos casos 0s niveis
observados representam concentrages acima dosslipgrmitidos para as aguas de Classe
I, conforme definido pela Resolucdo 357, de 17 degcmde 2005, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente — CONAMA. Também foram detectadoseisielevados de bioacumulagéo
corporal de alguns metais, especialmente ferro, (E&lmio (Cd) e chumbo (Pb), nas
amostras de zooplancton e contaminacao na maiasiachostras de musculo dos pescados
analisados (crustaceos e peixes), acima dos limpigemitidos pela legislacdo vigente, a
Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Natided/igilancia Sanitaria RDC’#2, de

29 de Agosto de 2013, que dispde sobre o Regulaniétnico MERCOSUL sobre "Limites
Méximos de Contaminantes Inorgéanicos em Alimentos".

Diante deste contexto e considerando os impacteereddos este programa de
monitoramento tem os seguintes objetivos:

(1) Investigacéo dos efeitos causados pela exposighica e aguda ao sedimento e a
agua de regides dulciculas, estuarinas e marirdiesyés de testes de toxicidade em
laboratério usando organismos como bioindicadores.

(2) Avaliacdo das concentragbes de metais na agra erganismos aguaticos (agua
doce, estuarina e marinha) de diferentes niveisadigia tréfica, incluindo os recursos
pesqueiros (peixes e crustaceos), a avifauna, f@asa e a herpetofauna aquaticas.

(3) Andlise de biomarcadores de exposicdo e efieitmetais em organismos aquéticos
(dgua doce, estuarina e marinha) de diferentessrdaecadeia tréfica.

(4) Avaliacdo da microbiota e deteccdo de bioirdticas de impactos ambientais no
sedimento e na agua na Area Ambiental 1 e na registeira adjacente a foz do Rio Doce,
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bem como em corais de recifes préximos ao sul dgueaNacional Marinho dos Abrolhos
e recifes-controle fora de possiveis rotas de di§jpedos sedimentos.

1. Areas de estudo:

A coleta de 4gua, sedimento e organismos devergéa&ada em duas grandes regifes
amostrais: Rio Doce, incluindo a regido estuamnagido costeira adjacente a foz do Rio
Doce. A area de abrangéncia do Rio Doce e suagestae coleta estdo representadas na
Figura 1. Por sua vez, a area de abrangéncia dddr€gsteira adjacente a Foz do Rio
Doce e suas estagBes de coleta estdo represemtaliggira 2 e Tabela 1, respectivamente.

No momento da realizacdo das coletas, em todaesgi®es, deverdo ser registrados
dados comuns, tais como coordenadas geograficaan{d&/GS 84), data, hora e
profundidade que foi realizada a amostragem.

Na bacia do Rio Doce serédo realizadas coletas epp@®s de amostragem (Figura 1)
gue abrangem locais impactados e ndo impactaddsngo do Rio Doce, incluindo a
regido estuarina.
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Figura 1.Mapa com os pontos de monitoramento na bacia ddRae.



Na Foz do Rio Doce e regido costeira adjacenteptimeiro conjunto de esta¢bes de
amostragem devera contemplar 30 pontos de coletaniestras (Figura 2; Tabela 1):
Regido de Abrolhos (3 pontos de amostragem), I&ér2onceicao da Barra/ES (2 pontos
de amostragem), Barra Nova - Sdo Mateus/ES (2 poa¢oamostragem), Degredo —
Linhares/ES (2 pontos de amostragem), Foz do RiceDeo Linhares/ES (6 pontos de
amostragem), APA Costa das Algas e REVIS de Sania € Aracruz/ES (11 pontos de
amostragem), Vitéria/ES (2 pontos de amostrageiPA& de Setiba - Guarapari/ES (2
pontos de amostragem). O objetivo principal dastasino primeiro conjunto de esta¢des
serd o de monitorar os pardmetros fisico-quimiaogstigar efeitos ecotoxicolégicos
causados pela exposicdo crdnica e aguda, a comtgdwinpor metais e os efeitos
biolégicos da pluma de sedimentos a partir da @Rid Doce.

O monitoramento das praias adjacentes a desembracdduRio Doce devera ser
realizado com coletas de &gua, sedimentos e biata mvestigacdo dos efeitos
ecotoxicoldgicos causados pela exposi¢éo cronimguela, analises da contaminagéo por
metais e resposta de biomarcadores. A area degéimein do monitoramento quimico e
biolégico das praias ao longo do litoral deveraesgre os municipios de Aracruz e Séo
Mateus. Deverdo ser estabelecidas 10 estacBesraima@si longo deste litoral, conforme
indicado na Figura 3 e Tabela 4. As estacGes agolala planicie do Rio Doce estaréo
localizadas na area da Reserva Biolégica de Commlm@mo sul, no litoral de Aracruz, na
Area de Protecdo Ambiental Costa das Algas e Refigivida Silvestre de Santa Cruz.

No que se refere as aves, deverdo ser monitorad@n@éncias nas concentraces de
contaminantes em tecidos de aves nas &reas limmsagrinas, costeiras e marinhas
potencialmente afetadas pela influéncia do rompimeta barragem de Funddo em
Mariana (MG). Considerando o cenario do impacto qumstdo, e a heterogeneidade
ambiental ao longo das areas afetadas, deverddelmitadas 13 areas para coleta de
amostras visando as andlises ecotoxicologicas ves aendo 8 &reas de amostragem
distintas ao longo do rio, 1 area em cada um ddsieames estuarinos, de manguezais e
costeiros, e 2 areas de amostragem marinhas, sereta Abrolhos e 1 a bordo de
embarcacoes, conforme indicadas na Figura 4 e dabeb.
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Figura 2.Mapa com os pontos de monitoramento na Foz do Bae[@ regido costeira adjacente.




Tabela 1Coordenadas geograficas dos pontos de

costeira adjacente.

monitoramento na Foz do Rio Dod@oe regi

Localidade Latitude Longitude
Vitéria -20,262193 -40,212487
Vitéria -20,293670 -40,168049
Barra Nova -18,957417 -39,608194
Barra Nova -18,957417 -39,358639
Abrolhos -17,991722 -38,697111
Abrolhos -17,884139 -38,759722
Abrolhos -17,934861 -39,227222
ltatinas -18,408001 -39,658504
ltaunas -18,478489 -39,345227
Degredo -19,308584 -39,671964
Degredo -19,382999 -39,457405
Foz do Rio Doce -19,507056 -39,683611
Foz do Rio Doce -19,605417 -39,689250
Foz do Rio Doce -19,653167 -39,786389
Foz do Rio Doce -19,714556 -39,736972
Foz do Rio Doce -19,840528 -39,886139
Foz do Rio Doce -19,764722 -39,959694
Costa das Algas -19,977583 -40,108306
Costa das Algas -19,973833 -39,915306
Costa das Algas -20,052502 -40,086248
Costa das Algas -20,093839 -39,946339
Costa das Algas -20,143600 -39,886600
Costa das Algas 20,048200 -39,844700
Costa das Algas -20,008200 -40,034900
Costa das Algas -19,937900 -39,844000
Costa das Algas -20,059200 -39,951800
Guarapari -20,580440 -40,389720
Guarapari -20,619110 -40,368610
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Figura 3. Representacao esquematica da area dieesiticando as estagées amostrais de coleta.



Tabela 2. Localizagdo aproximada das estacGes mmisogiara monitoramento do sistema praial.
Coordenadas em UTM (Universal Transverse Mercatste®; UTM 0,1km 24k).

Estacdes Leste Sul
Aracruz 1: Reflgio 379908.84 7787892.11
Aracruz 2: Padres 382270. 68 7795558.15
Doce Sul 1: Barra Do Riacho 389347.01 7807767.30
Doce Sul 2: Comboios 398484.04 7818545.93
Doce Sul 3: Regéncia 407416.77 7824460.67
Doce Norte 1: Povoagéo 417864.00 7834350.00
Doce Norte 2: Vila De Cacimbas 426647.00 7857980.00
Doce Norte 3: Pontal Do Ipiranga 425785.00 7877396.00
Doce Norte 4: Urussuquara 423027.00 7897769.00
Doce Norte: 5 Guriri 421309.00 7929528.00
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Figura 4. Mapa das &reas de coleta (indicadas em vermelho) de agestvas continentais,
estuarinas, de manguezais, costeiras e marinhas.



Tabela 3. Areas onde devera ser realizado o monitoramento de contasrémamiees.

Areas de Amostragem

Rio Gualacho do Norte

Rio do Carmo (trecho afetado)

Rio Doce (Parque Estadual do Rio Doce)

Rio Doce (a montante da foz do rio Corrente)

Rio Doce (a montante da foz do rio Suagui Grande

Rio Doce (a montante da foz do rio Manhuagu)

Rio Doce (entre Colatina e Linhares)

Rio Doce (entre Linhares e Regéncia)

Estuério 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)

Abrolhos

3. METODOLOGIA E PERIODICIDADE

A hidrodindmica no Rio Doce e na regido costeijacahte a sua foz é dependente do
regime pluviométrico, bem como dos padrdes dasotes marinhas que se estabelecem
ao longo do tempo. Portanto, o monitoramento edmitdgico deve ser realizado
sazonalmente (inverno e verdo) ao longo de caddenmonitoramento.

3.1. Amostras de agua

Em cada ponto de coleta no Rio Doce (26 ponto®biga; Figura 1, bem como na Foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente (21 porfagjra 2; Tabela 1), inclusive no
ambiente praial (13 pontos; Figura 3; Tabela 2)etio ser coletadas amostras de agua. As
coletas de agua ao longo da coluna d’agua deverdealizadas utilizando-se uma garrafa
horizontal de Niskin. Em todos os pontos deverdocséetadas amostras de agua (3
amostras de superficie e 3 amostras de fundo)gpardilise das concentracfes de metais
(total e dissolvido). As coletas deverdo ser radis nas seguintes profundidades:
superficie (0 a 15 cm da superficie) e fundo (cele®0 cm acima do fundo, conforme
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profundidade do local de coleta). Em cada locahn®stragem deverdo ser coletadas 6
amostras (3 amostras de superficie e 3 amostrasnde; 10 mL cada amostra) de agua
nao filtrada para andlise da concentracdo totahé@is. Imediatamente apds a coleta, as
amostras deverdo ser acidificadas com acido nifigrapur® (HNG@, concentracao final
de 1%) e mantidas refrigeradas. Em cada local des@magem deverdo também ser
coletadas 6 amostras (3 amostras de superfican®8tras de fundo; 50 mL cada amostra)
de agua filtrada (filtro de 0,45 um de malha) pandlise das concentracdes de metais
dissolvidos e carbono organico dissolvido. Imedietate apdés a coleta, as amostras
deveréao ser filtradas, acidificadas com acidoadtBuprapur® (HNg concentracao final
de 1%) e mantidas refrigeradas e na auséncia dErutodas as amostras de agua deveréo
ser analisados 0s seguintes metais: Arsénio (Asinio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn) e mercurig)(H

3.2. Ensaios ecotoxilocogicos com amostras de sego e agua da Foz do Rio
Doce e regido costeira

Amostras adicionais além daquelas descritas parélése quimica de agua deverao ser
coletadas para realizacdo dos testes de toxicizda.tanto, em todos os pontos de coleta
deverdo ser coletadas amostras de agua supesdicigdimento bruto suficiente para
realizacdo de todos os testes previstos no projeto.

Devera ser utilizado uma série de bioensaios qabeav diferentes efeitos bioldgicos
(reproducao, fertilizacdo e desenvolvimento) ererdiites vias de exposicao (agua bruta,
sedimento inteiro e elutriato) assegurando a ilyasEio completa de efeitos potenciais em
varios niveis tréficos de cada area estudada @egifiicicolas, estuarinas e marinhas).
Deve-se dar preferéncia a organismos nativos d&mectle cada regido ambiental e com
seus procedimentos de ensaio ja normatizados ejoaaimente, bioensaios com
zebrafish, como um modelo consagrado para estudoscdtoxicologia experimental
envolvendo ovos, embrifes e larvas, ndo excluisdensaios com espécies nativas.

3.3. Amostras de biota

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos biatégidecorrentes da contaminagéo da
agua por metais e consequente acumulacao dessais maes organismos de diferentes
niveis tréficos e diferentes habitat, deverédo ealizadas coletas de organismos aquaticos
tipicos das regifes a serem monitoradas.

Nos ambientes de agua doce (Figura 1), deverambsadas amostras de fitoplancton,
zooplancton, larvas de quironomideos, girinos dBbms, uma espécie de crusticeo
(camardo de agua doce), duas espécies de peixgsocas (tucunaré e piranha), uma
espécie de peixe omnivoro (bagtienelodus maculatyi® uma espécie de peixe herbivoro
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(cascudo). Deverdo ser coletadas também as seg@species nativas que ocorrem em
toda a bacia:Hoplias malabaricus piscivoro, com uso amplo da coluna d'agua,
Hypostomus aff. Affinis, Geophagus brasilieresfsstyanaxsp (complexdA. bimaculatup

e ainda espécies de interesse comerBiachilodus vimboided.ophiosilurus alexandri,
Salminus brasiliensis Prochilodus costatus

No ambiente estuarino (Figura 1), deverdo ser addest amostras de fitoplancton,
zooplancton, uma espécie de crustaceo (camardo)espdcies de peixes (carapicu
Eucinostomussp., corvina Pachyurus adspersusicudo Pomadasys ramosus bagre
cacari.

As amostras de fitoplancton deverdo ser coletattasyés de arrastos com rede de
malha de 60 um e diametro de boca de 60 cm. Poresjaas coletas de zooplancton, de
larvas de quironomideos e de girinos de anfibiosd® ser realizadas através de arrastos
com rede tipo WP-2 de 60 cm de didmetro de bocaakbamde 200 pmA coleta de
crustaceos e peixes devera ser realizada da fomisaalrangente possivel, com utilizacao
dos mais diversos petrechos de pesca (redes de, cedes de arrasto, redes de espera,
pucas, peneiras, covos e pesca elétrica, quandigmte permitir), de acordo com o tipo
de ambiente.

Para as andlises das concentracdes de metais geossonos do Rio Doce e regido
estuarina, deverdo ser coletadas em cada ponto al@toramento, amostras em
quantidades suficientes para a realizacdo dassasa(b pools de fitoplancton com
aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools del&ocion com aproximadamente 0,5 g
em cada pool; 5 pools de larvas de quironomideos agroximadamente 0,5 g em cada
pool; 5 pools de girinos de anfibios com aproximmagiate 0,5 g em cada pool; 10
exemplares da espécie de camarédo; e 10 exemptacesld uma das 4 espécies de peixes
em estudo). ApGs a biometria, os crustaceos dewsAadequadamente anestesiados. A
hemolinfa de cada individuo devera ser coletadgppacdo hemolinfatica e o organismo
devera ser entdo dissecado para coleta de mudwélmquias e hepatopéncreas. Apés a
biometria, os peixes também deverdo ser adequadarapastesiados. O sangue de cada
individuo devera ser coletado por puncao venosarganismo devera ser entdo dissecado
para a coleta de musculo, branquias e figado. Ast@as de hemolinfa dos crustaceos e de
sangue dos peixes deverdo ser imediatamente pdeggpara as andlises de biomarcadores
de dano no material genético, conforme sera desgriteguir. As amostras de tecidos dos
crustaceos e peixes deverdo ser coletadas utiizeednaterial cirdrgico inoxidavel ou
plastico. Todas as amostras de todos os organismletados para as analises das
concentracdes de metais deverdo ser acondicioreadaBascos plasticos previamente
limpos com &cido nitrico Supraffie enxaguados em agua MilliQ. Todas estas amostras
deverao entao ser imediatamente congeladas e d¢réadps congeladas para o laboratério,
onde deverdo ser mantidas congeladas em freezamt@até o momento das analises.
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Nestas amostras deverdo ser analisados os seguiatais: Arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe)hganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco
(zn), conforme ser& descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises dastawgdes de metais nos organismos
do Rio Doce e regido estuarina, conforme desccitoa, devera ser também coletada uma
duplicata da mesma amostra para as andlises defoiadores nestes organismos. Estas
amostras devem ser também coletadas em quantidafieientes para a realizacdo das
analises de biomarcadores (5 pools de fitoplancton aproximadamente 0,5 g em cada
pool; 5 pools de zooplancton com aproximadameriigy@m cada pool; 5 pools de larvas
de quironomideos com aproximadamente 0,5 g em pad§ 5 pools de girinos de
anfibios com aproximadamente 0,5 g em cada poolpxXdmplares de 1 espécie de
camarao; e 10 exemplares de cada uma das 4 esgégiesxes em estudo). No caso dos
crustaceos e peixes, as amostras de musculo, lmanejlnepatopancreas (crustaceos) ou
figado (peixes) de cada organismo deverdo seratlalete devidamente acondicionadas,
para posterior analise. As amostras de tecidosmstaceos e peixes deverao ser coletadas
utilizando-se material cirdrgico inoxidavel. Todas amostras de todos 0s organismos
coletados para as andlises de biomarcadores dewerd@condicionadas em tubos
criogénicos e imediatamente congeladas em nitrogégilido ou ultrafreezer (-8@),
para posterior analise de biomarcadores de exmogigéicentracdo de metalotioneinas) e
de efeitos de metais em animais dulcicolas e éstsar (composicdo ibnica
corporal/hemolinfatica/plasmatica, atividades emtioas, danos oxidativos em
biomoléculas e danos morfolégicos), conforme ses&iito a seguir.

No caso das aguas da Foz do Rio Doce e regiddreoatacente (Figura 2; Tabela 1),
desde que possivel, deverdo ser coletados os sEguirganismos em cada ponto de
coleta: fitoplancton (coleta com rede de fitopl@ngt zooplancton (coleta com redes de
zooplancton); hidrocorais (coleta manual por mérgudutdnomo); corais (coleta manual
por mergulho auténomo); poliquetos (coleta manpdisariagem de sedimento coletado
com draga); moluscos (coleta manual ou apés triadgeisedimento coletado com draga);
macrocrustaceos (coleta com rede de arrasto ouddhaig peixes (coleta com redes de
arrasto, emalhe ou outra arte de pesca). As espéeiemacrocrustaceos incluirdo o
camarao-rosaFarfantepenaeus paulensis F. brasiliensise o camardo sete barbas
Xiphopenaeus kroyeriPor sua vez, as espécies de peixes deverdo imltoncador
Conodon nobilisa pescadinh&ynoscion sp.o peroédBalistes capriscug o linguado sem
mancha.

Para as anélises de concentragfes de metais nasasdps organismos da Foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente deverdo ser daktam cada ponto de monitoramento,
amostras em quantidades suficientes para a re@dizdas andlises: fitoplancton (5
amostras por ponto de coleta, sendo cada amogisiitaidda de pools de no minimo 3
arrastos diferentes com duracgdo entre 10 e 15 m@ooplancton (5 amostras por ponto de
coleta, sendo cada amostra constituida de poot®dainimo 3 arrastos diferentes com
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duracéo entre 10 e 15 min); hidrocorais (10 frago®deMillepora alcicornispor ponto

de coleta); corais (10 fragmentos Massismilia harttiipor ponto de coleta); poliquetos
(10 individuos por ponto de coleta); moluscos (fh@ividuos por ponto de coleta);
macrocrustaceos (10 individuos por ponto de cagtar espécie); peixes (10 individuos
por ponto de coleta e por espécie). Apdés a biomens crustdceos deverdo ser
adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cadddum deverd ser coletada e o
organismo devera entdo ser dissecado para coletgisteulo, branquias e hepatopancreas.
Por sua vez, os peixes também deverdo ser adeqeaidaanestesiados. O sangue de cada
individuo devera ser coletado e o organismo deeetdo ser dissecado para coleta de
musculo, branquias e figado. As amostras de hefadlias crustaceos e de sangue dos
peixes deverdo ser imediatamente preparadas pargibses de biomarcadores de dano no
material genético, conforme seré descrito a sefygiamostras de tecidos dos crustaceos e
peixes deverdo ser coletadas utilizando-se mateiiatgico inoxidavel ou plastico, e
acondicionadas em frascos plasticos previamentgobntom &cido nitrico Supraffue
enxaguados em 4gua MilliQ. Todas as amostras ae sl organismos coletados para as
analises de metais deverdo entdo ser imediatarmemgeladas e transportadas congeladas
para o laboratério, onde deverdo ser mantidas taohage em freezer comum até o
momento das analises. Nestas amostras deveramalesados os metais: Arsénio (As),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Gt (Fe), manganés (Mn), mercurio
(Hg) e zinco (Zn), conforme ser& descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises damtages de metais nos organismos
da Foz do Rio Doce e regido costeira adjacentefonor descrito acima, devera ser
também coletada uma duplicata da mesma amostragsaemalises de biomarcadores
nestes organismos. Estas amostras devem ser tacoletadas em quantidades suficientes
para a realizacdo das andlises de biomarcadotegltéaficton (5 amostras por ponto de
coleta, sendo cada amostra constituida de poot®dainimo 3 arrastos diferentes com
duracéo entre 10 e 15 min); zooplancton (5 amogtoasponto de coleta, sendo cada
amostra constituida de pools de no minimo 3 asafiferentes com duracdo entre 10 e 15
min); hidrocorais (10 fragmentos d&llepora alcicornispor ponto de coleta); corais (10
fragmentos deMussismilia harttiipor ponto de coleta); poliquetos (10 individuos por
ponto de coleta); moluscos (10 individuos por podéo coleta); macrocrustaceos (10
individuos por ponto de coleta e por espécie);ge(®0 individuos por ponto de coleta e
por espécie). No caso dos crustaceos e peixesmastras de musculo, branquias e
hepatopancreas (crustaceos) ou figado (peixesydie arganismo deverdo ser coletadas e
devidamente acondicionadas, para posterior an&lisamostras de tecidos dos crustaceos
e peixes deverdo ser coletadas utilizando-se rahtetilrgico inoxidavel. Todas as
amostras de todos 0s organismos coletados parséhsea de biomarcadores deverdo ser
acondicionadas em tubos criogénicos e imediatanventgeladas em nitrogénio liquido ou
ultrafreezer (-88C), para posterior andlise de biomarcadores des#&dm (concentragdo
de metalotioneinas) e de efeitos de metais em i@as marinhos (atividades
enzimaticas, danos oxidativos em biomoléculas eslarorfolégicos).
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No ambiente praial, deverdo ser coletados, nosaohBop de amostragem (Figura 3;
Tabela 2), os seguintes organismos: 1 espécielpipto (triagem manual do sedimento),
1 espécie de anfipodo (triagem manual do sedimentisppodoExcirolanasp. (triagem
manual do sedimento) e o carangu@fypode quadratécoleta manual).

Para as andlises de concentracdes de metais natrasndos organismos da regido
praial deverdo ser coletadas, em cada ponto detar@miento, amostras em quantidades
suficientes para a realizagéo das analises: 1iespé@oliqueto (10 individuos por ponto
de coleta); 1 espécie de anfipodo (5 pools porgdetcoleta; no minimo 5 individuos por
pool); isépodoExcirolana sp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5vifelios por
pool); caranguejoOcypode quadrata(10 individuos por ponto de coleta). Apds a
biometria, os crustaceos deverdo ser adequadararagtesiados. A hemolinfa de cada
individuo devera ser coletada e o organismo degatdao ser dissecado para coleta de
musculo, branquias e hepatopancreas. As amostrashaeolinfa deverdo ser
imediatamente preparadas para as andlises de bexhoaes de dano no material genético,
conforme sera descrito a seguir. As amostras didoeaos crustaceos deverdo ser
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxieldeu plastico, e acondicionadas em
frascos plasticos previamente limpos com aciddacoitBuprapu? e enxaguados em agua
MilliQ. Todas as amostras de todos os organisméstamns para as analises de metais
deverao entdo ser imediatamente congeladas e d¢réadps congeladas para o laboratério,
onde deverdo ser mantidas congeladas em freezamt@até o momento das andlises.
Nestas amostras deverdo ser analisados os seguiatais: Arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe)nganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco
(zn), conforme ser& descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises dasmtagdes de metais nos organismos
da regido praial, conforme descrito acima, deveraambém coletada uma duplicata da
mesma amostra para as andlises de biomarcadores rmeganismos. Estas amostras
devem ser também coletadas em quantidades sufisipata a realizacdo das andlises de
biomarcadores: 1 espécie de poliqueto (10 indivdduar ponto de coleta); 1 espécie de
anfipodo (5 pools por ponto de coleta; no minimandividuos por pool); is6podo
Excirolanasp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5\vittlios por pool); caranguejo
Ocypode quadratg10 individuos por ponto de coleta). As amostrastecidos dos
crustdceos deverdo ser coletadas utilizando-serialatérirgico inoxidavel. Todas as
amostras de todos 0s organismos coletados parséhsea de biomarcadores deveréo ser
acondicionadas em tubos criogénicos e imediatanoemnigeladas em nitrogénio liquido ou
ultrafreezer (-88C), para andlise de biomarcadores de exposicdocdntmacio de
metalotioneinas) e de biomarcadores de efeitos dwmisnem organismos marinhos
(atividades enzimaticas, danos oxidativos em biémdas e danos morfolégicos).

Nos manguezais, deverdo ser coletados os carasguetamu Cardisoma guanhumi
e caranguejos-ucdJ€ides cordatus de acordo com os pontos de coleta e procedimento
descritos no Anexo 5 do presente Programa de Manitento Estudo e monitoramento
13



de manguezais AlteracBes Ecoldgicas na Dindmica dos Manguezaisistiuéncia dos
sedimentos provenientes do Rio Doce: Barra Novaarr@z. Para os manguezais de
franja sobre lateritos do RVS de Santa Cruz, sexletadas espécies de crustaceos
decapodes predominantes naqueles ambientes.

Para as analises de concentracdes de metais nastrasnalos organismos de
manguezais, deverdo ser coletadas, em cada pontmodé&oramento, amostras em
guantidades suficientes para a realiza¢@o dassasatiaranguejo guaiamu (10 individuos
por ponto de coleta) (ver Anexo 5 manguezais);ngarejo-uca (10 individuos por ponto
de coleta). Apds a biometria, os caranguejos deveed adequadamente anestesiados. A
hemolinfa de cada individuo devera ser coletad@eyanismo devera entédo ser dissecado
para coleta de musculo, branquias e hepatopanéeasostras de hemolinfa deverdo ser
imediatamente preparadas para as analises de bxhoaes de dano no material genético,
conforme serd descrito a seguir. As amostras ddoaos caranguejos deverdo ser
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxieldeu plastico, e acondicionadas em
frascos plasticos previamente limpos com acidacoitBuprapu? e enxaguados em agua
MilliQ. Todas as amostras de todos os organisméstanns para as andlises de metais
deverdo entdo ser imediatamente congeladas e d¢réedps congeladas para o laboratério,
onde deverdo ser mantidas congeladas em freezamt@até o momento das analises.
Nestas amostras deverdo ser analisados os seguietais: Arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe)nganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco
(Zn), conforme sera descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises dasmtages de metais nos organismos
de manguezais, conforme descrito acima, deverédas#yém coletada uma duplicata da
mesma amostra para as andlises de biomarcadores meganismos. Estas amostras
devem ser também coletadas em quantidades sufisipata a realizacdo das analises de
biomarcadores: caranguejo guaiamu (10 individuasppato de coleta); caranguejo-uca
(10 individuos por ponto de coleta). As amostrasedg&los dos caranguejos deverdo ser
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxiglavTodas as amostras de todos os
organismos coletados para as analises de biomaesadeverdo ser acondicionadas em
tubos criogénicos e imediatamente congeladas emgéitio liquido ou ultrafreezer (-
80°C), para posterior analise de biomarcadores de s®gm (concentracdo de
metalotioneinas) e de efeitos de metais em orgasisnmarinhos (atividades enzimaticas,
danos oxidativos em biomoléculas e danos morfot&jic

3.4. Avaliacdo da microbiota no sedimento e na agu#a bacia do Rio Doce e da
regido costeira

O monitoramento da comunidade microbiana total emostras de agua, sedimento e
associada aos corais, devera ser realizado utllizaa triplicatas das amostras em cada
ponto de coleta (total de até 12 amostras por podatooleta; Figuras 1 e 2; e Tabela 1),
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através da extragdo do DNA total dessas amostrpeseerior analise molecular por
métodos de fingerprinting e de sequenciamento dA,Dilizando-se sequenciadores de
DNA de nova geracdo. A analise das sequenciasagbtidvera permitir a avaliacao do
core microbiano e 0s microrganismos presentes ifaetes amostras, nos diferentes
pontos e nos diferentes tempos de coleta, corozlando estatisticamente os resultados de
diversidade microbiana obtidos com as demais @&@#ligalizadas no programa de
monitoramento, com concomitante analise de possivgiactos que estejam presentes em
pontos de coleta ao longo do tempo. Essa avalide&iera permitir ndo apenas indicar
possiveis alteragcbes ambientais temporais e/ou ugisnt como ainda apontar
bioindicadores microbianos especificos da presafegasedimentos e/ou de impactos
presentes nas diferentes areas amostradas, queiapodser rastreados em areas
adjacentes.

3.5. Coleta de amostras de aves

No que se refere as aves, 0 monitoramento da bindagdo de contaminantes devera
considerar as espécies conforme seus diferent@edhalimentares/guildas tréficas, a fim
de compreender o quadro de contaminacdo dos omgasie€ a biomagnificacdo dos
contaminantes ao longo da cadeia trofica. No quefseem as variagdes temporais, assim
como para os demais organismos em avaliagdo, aéineip de amostragem das aves
devera ser sazonal (inverno e verdo). Devido adgraeterogeneidade ambiental ao longo
dos 600 km do curso do rio afetados pelo eventoénfossivel antever quais espécies
estardo presentes nas areas amostrais e assinit dedimostragem em nivel especifico.
Por isso, deverdo ser realizadas coletas de espdeiaves que representem os habitos
alimentares relacionados aos ambientes dulcicolestearino, conforme as familias
relacionadas na Tabela 4. Assim, em cada um do®p@mostrais (Figura 4; Tabela 3)
devera ser coletada uma espécie de cada grupontdimele acordo com a Tabela 4,
conforme a sua abundancia local e buscando atérig#a de priorizag&o associada.

As espécies que serdo capturadas em cada localmistragem deverdo ser
selecionadas com base em dados de abundéanciaizamar sempre aquelas mais
abundantes, a fim de que a coleta ndo resulte grachws populacionais e que viabilize a
obtencdo de amostras das mesmas espécies ao ngtodo periodo de monitoramento.
Deverdo ser obtidas amostras de, no minimo, ddigidtuos da mesma espécie por area de
amostragem, por estacao do ano (inverno e veram)er@ ser priorizada a amostragem
ndo letal, por captura manual ou com rede-de-nebliu amostragem de individuos
encontrados mortos. Deverdo ser realizadas amesgagom redes-de-neblina nos
diferentes ambientes das areas pré-definidas, dazeso de uma linha de 10 redes de 12
m ao longo de dois dias/noites consecutivos ounalti®s, visando & obteng¢éo néo letal de
amostras de 10 individuos por local por estacdarmuo (inverno e verdo). Em caso de
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auséncia da guilda trofica/habito alimentar, sev@réscindivel a justificativa baseada em
bibliografia especializada e em dados de abundancia

Tabela 4. Lista das familias de aves a serem amosimada®nitoramento de contaminantes,
com seu respectivo habito alimentar e exemplo de espéciesna géorizadas quando presentes
na area amostral.

Habito alimentar/guilda tréfica Familias Exemplo de espécies
a serenpriorizadas

Invertebrados aquaticos, ovos e | Anseridae, Rallidae, Charadriidagq Charadrius collaris
larvas de anfibiopequenos Scolopacidae

vertebrados e de origem vegetal. Actitis macularius,

Aramides saracura,
Gallinula galeata

Filtradores Plantas aquaticas, e | Anatidae Dendrocygna autumnalis,
invertebrados Dendrocygna viduata,
Amazonetta brasiliensis

Peixes e invertebrados aquaticos| Podicipedidae, Ardeidae, Cerylida] Egretta caeruleakEgretta
thula, Chloroceryle
americana

Piscivoras Phalacrocoracidae, Sternidae, Phaetusa simplex

Rynchopidae, Alcedinidae .
Rynchops niger

Malacéfagos Acciptridae*, Aramidae *Rostrhamus sociabilis

Para os espécimes capturados com rede-de-nebéiverdd ser coletadas as seguintes
amostras: sangue (maximo de 1% da massa corposaledam microtubo ou frasco de 1,5
ml, sem anticoagulante) e penas de contorno (mikiend a 10 penas). Em caso de aves
abatidas ou encontradas mortas, o sangue podebt#o nos coagulos cardiacos. As
amostras de sangue deverao ser resfriadas em @egayeladas tdo logo seja possivel.
Por sua vez, as penas deverdo ser armazenadasearseacos plasticos tipo zip-loc.

Os tipos de amostras a serem obtidos de cada detada devem incluir sangue
coagulado, musculo peitoral, figado, penas de conte osso (fémur). Além disso, para
interpretacdo dos resultados quantitativos de ountgdo, € fundamental que sejam
obtidas informacBes de aspectos troficos de cada caletada. Assim, o contelddo
estomacal devera ter seus itens alimentares ahadisa quantificados (identifica¢éo
taxonbmica dos itens alimentares e quantificacafratpuéncia de ocorréncia absoluta e
relativa; FO e FO%, respectivamente), contribuigdmérica absoluta e relativa (N e N%,
respectivamente) e contribuicio em massa medida batanca de precisdo ou
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reconstituida, absoluta e relativa (M e M%, redpantente). Os parametros para anélise
de contetido estomacal estéo definidos em eaah (2016).

A interpretacdo dos dados de bioacumulacdo de roomaates ao longo da cadeia
trofica requer a analise simultdnea de isotopadvest de carbonod{3C) e nitrogénio
(615N) nos tecidos dos mesmos individuos amostradgsém, uma aliquota do sangue (5-
6 gotas) e de pena em crescimento (5-6 penasgjauainda com bulbo contendo sangue,
devera ser analisada quanto aos isOtopos estd®aia. comparacdo com os valores
isotopicos das aves, deverdo ser obtidas amos&ataldo de pelo menos 3 itens
alimentares de cada espécie de ave, indicadagtia gmandlise do conteldo estomacal
elou observacbes de forrageamento em campo etditerpertinente. A preparacdo e
analise das amostras de aves e suas potenciads Eeguird os protocolos descritos em
Fariaet al (2016). Os dados isotopicos serédo analisadogatide modelos bayesianos de
misturas isotopicas, também conforme descritos atia &t al. (2016).

Para as aves que serdo abatidas, deverdo serdesletmostras de sangue, musculo,
figado, penas e osso de 2 individuos, de 2 espéeiesada guilda trofica, conforme
indicado na Tabela 4, em cada uma das 13 locakdemiicadas para 0 monitoramento
(Figura 4; Tabela 3). No caso das coletas ndo skreis, deverdo entdo ser amostrados
somente sangue e penas, porém de 10 individuasn Adsverdo ser abatidas no maximo
20 aves em cada uma das 13 localidades, sendoradusstc tecidos cada individuo.
Porém, deve ser priorizada a amostragem néo Ngate caso, serdo coletadas amostras de
penas e sangue, sendo que um ndimero maior dedud$/(10) serd amostrado, mantendo-
se assim o numero total de amostras de penas eesandependente do método de coleta.

Os dados de concentragdes de metais nas penasamgue de aves marinhas deverdo
ser comparados com amostras de 10 individuos parciesque tenham sido coletados
previamente ao evento de rompimento da barragem.

3.6. Coleta e analise das concentraces de contaarites em amostras de quelénios
e cetaceos

Apo6s o recebimento de informagdo sobre encalhe Igiemacetaceo ou tartaruga
marinha nas praias do litoral norte capixaba, jmente deverdo ser realizadas visitas ao
local para a obtencéo das seguintes informacfadigan climatica e de maré, localizacéo
exata com GPS, identificacdo da espécie, existéeianarcas de aparatos de pesca,
registro fotografico, medi¢cbes dos animais e colela material biolégico. O
monitoramento das praias devera ser realizado emene com 0s programas de
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monitoramento associados as exigéncias de OrgadseAtais Federais nas areas onde
estes estiverem atuando durante o periodo do mamigmto.

A equipe de resgate devera ir até o local e avalgituacdo. Em se tratando de animal
vivo, um médico veterinario devera realizar os pinos-socorros e procurar orientar o
procedimento de devolugdo do animal ao mar. Emasgnido de um animal morto de até 3
m de comprimento, a carcaga devera ser colocad@amo de resgate e removida para a
base de instituicdbes mais proximas que desenvolvaesquisas relacionadas
(preferencialmente em andamento). Caso o animhaterais de 3 m, 0 exame da carcaca
e a coleta de material deverdo ser realizados ¢al o encalhe. Os procedimentos de
resgate e necropsia de baleias e golfinhos dewsgoir o Protocolo de Conduta para
Encalhes de Mamiferos Aquaticos da Rede de EncalbeMamiferos Aquaticos do
Nordeste (REMANE, 2005). Todos os animais devesggeber um numero de registro,
sendo que este nimero devera ser utilizado panatifider as amostras biolégicas
coletadas.

Conforme o estado da carcaca, deverao ser coletaddedos biométricos e realizada a
necrépsia, a fim de se estabelecer a causa da.niartente as necrépsias, deverdao ser
registrados os dados bioldgicos dos exemplares teados. Deverdo ser obtidos dados
referentes a classificacdo taxondmica, comprimtritd, peso, medidas alométricas, sexo,
estagio de maturacdo, estado da carcaca e maréateid@Eado com artefatos de pesca. A
carcaca devera ser fotografada, posteriormenteadesta e o0s 0ssos coletados e
acondicionados para maceracdo. Amostras de teqdms analises de DNA também
deverdo ser coletadas.

Todos os dados coletados deverao ser registraddisteas padronizadas, armazenados
em um banco de dados e devidamente interpretadasat@rial osteoldgico coletado
devera ser examinado, buscando-se evidéncias elmgiies patologicas. A limpeza do
material osteoldgico devera ser realizada atragéchica de maceracgdo, para posterior
tombamento nos acervos de instituigdes de pesfprisierencialmente locais).

Um fator limitante para a adequada execucdo dose@imentos descritos acima é o
avancado estado de decomposicao no qual muitosasnahegam as praias. O estado de
decomposigdo das carcacas limita o tipo de amogtragpodem ser coletadas e o tipo de
analises que podem ser realizadas. Portanto, aacear deverdo ser classificadas em
cédigos de 1 a 5, seguindo-se o padrao propost&Gpmci e Lounsbury (2005), onde 1
corresponde ao animal vivo e 5 a restos de esqualetarcaca mumificada.
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Nas amostras de tecidos de queldnios e cetaceesdeser realizadas as andlises de
microcontaminantes e metais. Para a determinacdocodeentracdo de mercurio total
(HgT), as amostras frescas (cerca de 0,4 g de hoyst@ g de figado e 0,2 g de rim)
deverdo ser tratadas a frio com 1 mL de H202. Ag388 etapa, deverdo ser adicionados 5
mL de solucao sulfonitrica concentrada (H2SO4-HN@3) e as amostras deverao entao
ser aquecidas em banho-maria a 60°C por 2 h, sd#hilizacdo completa da amostra. Os
extratos deverdo ser resfriados por 15 min, e 10dalLKMnO4 (5%) deverdo ser
adicionados aos extratos. As amostras deverdmegtao banho-maria (60°C) por 15 min,
e deverdo entéo ser resfriadas em repouso, ponaitea No dia seguinte, o extrato devera
ser reduzido com a adicdo de 1 mL de solucdo d&Ecto de hidroxilamina (HONH3) a
12%. O extrato final devera ser avolumado com ddibQ até 14 mL. As leituras
deverdo ser realizadas em espectrofotometro dec@tasatdmica com gerador de vapor
frio. A certificacdo do método de determinacdo dgTHleverd ser feita por meio de
materiais certificados DOLT-5 (figado de peixe) ©RM-4 (muUsculo de peixe) do
Conselho Nacional de Pesquisa do Canadad (NRCClasTed amostras deverdo ser
analisadas em duplicata. Além disso, deverdo smtogsbrancos analiticos em todas as
baterias analiticas.

A determinacdo das concentracBes de elementos{facdCr, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e
Zn) devera ser realizada através de espectronustrebsorcdo atbmica com atomizacao
eletrotérmica (ETAAS), utilizando-se de um espeungtio equipado com corretor de
fundo por efeito Zeeman. Para tal, uma solucdoitdata de paladio (Pd(NO3)2) devera
ser utilizada como modificador quimico e, consetgrente, adicionada a cada solucéo a
ser analisada. Esta solugcéo devera ser prepanaaldirade uma solucdo padrédo de nitrato
de paléadio, modificador para forno de grafite AABe(ck No.B9366989 710). O controle
de qualidade seréa efetuado através do uso de miategitificados de referéncia (DOLT-5
e DORM-4) do Conselho Nacional de Pesquisa do Ga@RCC).

Para a determinacdo de compostos organocloradestragdes deverdo ser realizadas
com aparelhos de soxhlet com capacidade de 60 baldes volumétricos de 125 mL, os
quais deverdo ser aquecidos individualmente potasaaguecedoras. Devera ser utilizada
uma mistura de solventes (hexano e diclorometaigyviv). Deverdo ser utilizados cerca
de 8 g de musculo (peso seco). Os padrdes intelm®CB 103 e PCB 198 deverdo ser
adicionados as amostras. O volume final devera reeluzido, para dar entdo
prosseguimento a etapa de purificacdo, com a adig&t2SO4 (Santos-Neto et al., 2014).
O conteudo lipidico das amostras devera ser giatd por gravimetria. Portanto, as
concentracdes finais dos compostos organocloraglesr@io ser normalizadas a partir do
contelido de lipidios na amostra analisada. As caraggdes dos pesticidas e das bifenilas
policloradas deverao ser mensuradas em um cronaddéde fase gasosa, com detector de
captura de elétrons (GC/ECD). O hidrogénio deverausilizado como gas de arraste
enquanto o nitrogénio devera ser empregado comagékar (make up). O controle de
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gualidade devera ser realizado através de anétigatares dos brancos de procedimentos,
bem como através de injecdo randémica de padrdeficaelos de referéncia e brancos de
solventes.

Para a determinacdo de compostos organobromadestrasdes deverao ser realizadas
com aparelhos de soxhlet com capacidade de 60 baldes volumétricos de 125 mL, os
quais deverdo ser aquecidos individualmente portaraaquecedoras. Uma mistura de
hexano e diclorometano (1:1; v/v) devera ser aiilz Deverao ser utilizadas cerca de 8 g
de musculo (peso seco). Os padrdes internos PBDEel&BDE-209 deverdo ser
adicionados as amostras. O volume final devera reeluzido, para dar entdo
prosseguimento a etapa de purificacdo. O métodieatd para purificacdo de amostras
devera ser aquele descrito e validado por Covaali €2003) e Voorspoels et al. (2003). O
contetdo lipidico devera ser quantificado por grestria, sendo que as concentracdes
finais dos compostos organobromados deverdo s&o extrmalizadas considerando-se o
contelido de lipidios na amostra analisada. As caregges dos PBDEs e MeO-PBDEs
deverdo ser mensuradas utilizando-se cromatografdagse gasosa (GC) acoplado a
espectrometro de massa (MS). O GC devera operamgun de ionizacdo quimica
negativa (ECNI). O metano devera ser utilizado caygs de apoio do detector e as
temperaturas de fonte de ions, quadrupélo e itedaverdo ser ajustadas para 230, 150 e
300°C, respectivamente. O MS devera ser utilizadmado de monitoramento seletivo de
ions (SIM) com ions m/z = 79 e 81 (de tri- a heplie=s) e 484,7/486,7 e 494,7/496,7
(para BDE 209 e 13C-BDE 209, respectivamente), sendnitorados durante toda a
corrida. O controle de qualidade devera ser reddizaravés de analises regulares dos
brancos de procedimentos, bem como através déimjenddémica de padrdes certificados
de referéncia e brancos de solventes.

A metodologia de analise de HPAs sera adaptadanézatla a partir de procedimento
descrito pela Agéncia de Protecdo Ambiental NomeeAcana (EPA, 2014).
Resumidamente, as aliquotas das amostras liofilizddverédo ser pesadas e extraidas em
Soxhlet com metanol, seguidas pela reacdo de dmpg@io através da adicdo de
hidréxido de potéssio. Posteriormente, deverd seduzida uma extracéo liquido-liquido
com hexano, onde a amostra devera ser transfeada ym funil de separacdo, onde
deverd ser adicionado hexano, sendo que atravagitdgdo manual, o extrato de hexano
devera ser separado e recolhido em novo balagrdekdimento devera se repetir por 3
vezes, sendo que todo o extrato de hexano deverdce¢hido e entéo reduzido a cerca de
1 mL em evaporador rotativo a vacuo. Os extratesd® ser purificados através de clean
up, realizado em colunas de vidro. Ao extrato rettuzm Turbo vap, devera ser
adicionado o padrdo interno, visando a quantificagds compostos. A identificacédo e
quantificacdo dos HPAs devera ser realizada paonatografia em fase gasosa acoplada a
espectrdmetro de massas (CG/MS).
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3.7. Amostras de sedimento

Em cada ponto de coleta no Rio Doce (Figura 1), bemo na Foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente (Figura 2, Tabela 1l)usnee no ambiente praial (Figura 4,
Tabela 3), deverdo ser coletadas amostras de s#dsneom auxilio de pa ou draga do
tipo Van Veen, dependendo do local de coleta. Eda ¢acal de amostragem (26 pontos
no Rio Doce, 21 pontos na Foz do Rio Doce e regifteira adjacente, e 13 pontos na
regido praial), deverdo ser coletadas 4 amostrasedienento. As amostras deverdo ser
abertas em caixas plasticas, buscando-se gerarinimande perturbacéo na superficie do
sedimento. As amostras deverdo ser fotografadadiataenente apéds a coleta, a fim de
registrar as caracteristicas visuais do sedimdpawa a analise de metais, as amostras
deverdo ser coletadas com o auxilio de espatulplé@iico, raspando-se apenas 0s
primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de seationeobtendo-se assim apenas o
sedimento superficial. Para cada amostra, deverdootetados aproximadamente 10 g de
sedimentos, os quais serdo armazenados em poteE@lésmantidos congelados até o
momento das andlises. Em todas as amostras deesedimeverdo ser analisados os
seguintes metais: Arsénio (As), cadmio (Cd), churfitim), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro
(Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn).

3.8. Andlises de parametros fisico-quimicos da 4geamodelagem ecotoxicoldgica

No momento da coleta das amostras de agua, deserdealizadas as medidas da
temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvidotilizando-se uma sonda
multipardmetros. Por sua vez, a concentracdo deomarorganico dissolvido (COD)
deverd ser determinada nas amostras de aguaddt@Wu5 pm de malha), utilizando-se
um analisador de carbono total (TOC). A concentrad@ sulfatos devera ser realizada
utilizando-se método turbidimétrico com leitura eespectrofotbmetro a 420 nm
(Tabatabai, 1974). A alcalinidade total deveradsterminada por titulagdo com solucéo
padrdo &cida, utilizando-se método titrimétrico K 1989). A composicdo idnica (Ca,
K, Mg e Na) da agua devera ser determinada porcesfetometria de absor¢do atémica
no modo chama. Por sua vez, a concentra¢do deéodatevera ser analisada pelo método
de formacdo de cianeto férrico de enxofre. Com buase resultados obtidos para as
amostras de agua doce, deve ser realizada a medetagptoxicoldgica dos dados visando
a previsdo da biodisponibilidade e toxicidade detaimenos diferentes ambientes
dulcicolas, utilizando-se o Modelo do Ligante Bi6t{BLM) versao 2.2.3.

3.9. Andlises das concentragBes de metais nas amastde agua, sedimento,
invertebrados, peixes e aves
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As andlises das concentracdes dos metais As, CEUCFe, Pb, Mn e Zn nas amostras
de 4gua, sedimento, invertebrados (individuosrimgedu tecidos), peixes (tecidos) e aves
(tecidos) deveréo ser realizadas utilizando-seofdn grafite acoplado a espectrdmetro de
absorcdo atdbmica de alta resolugdo com fonte eemtiPor sua vez, a andlise da
concentracdo de Hg nestas amostras devera seradzalpelo método de vapor frio,
utilizando-se gerador de hidretos acoplado a esgetimetro de absorcao atbmica.

Para as analises de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn aZamostras de agua filtradas e nédo
filtradas oriundas dos pontos amostrais da Foz idoDR®ce e regido costeira adjacente
deverdo ser dessalinizadas, a fim de minimizar ossipel "efeito matriz" associado as
altas concentragfes de ions presentes na agudadiadellaet al, 2009). Para tal, os
metais representativos presentes em 1 mL de amdstagua deverdo ser precipitados
adicionando-se 1 pL de 6xido de lantanio (10 mgnlLd/e 7,5 UL de carbonato de sédio
(2 M), o que elevara o pH da amostra para aproxamadte 9,8. A solucdo devera entéao
ser gentilmente agitada em banho-mari@@3®or 30 min para promover a floculacdo do
precipitado, na sua maioria constituido de hidréxék lantanio. A solucdo resultante
devera entdo ser centrifugada a 3.000 xg por 15 seindo que o sobrenadante obtido
devera ser descartado. O precipitado remanescemeéddser dissolvido em 1 mL de acido
nitrico (HNGs;, 1 N) ultrapuro (Suprapur, Merck) e utilizado natetminacdo da
concentracdo dos metais. As analises das concéesrde As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn
em todas as amostras de agua (doce, estuarinaieha)adeverdo ser realizadas, em
triplicata, utilizando-se forno de grafite acoplaal@spectrdmetro de absorcdo atdmica de
alta resolucéo com fonte continua. Por sua venatise da concentracdo de Hg nestas
amostras deverd ser realizada pelo método de Yapoutilizando-se gerador de hidretos
acoplado a espectrofotbmetro de absorcdo atbmia@&oAcentracdes totais e dissolvidas
dos metais nas amostras de agua deverdo ser egesspg/L e comparadas com a
Resolucdo CONAMA 357/2005, respeitando-se o tigo#&&oce, salobra ou marinha) e as
classes de qualidade de cada amostra de agua diseaRara verificar a acuracia e
exatiddo das analises, deverdo ser realizadosotemtie qualidade analiticos. Para tal,
deverao ser analisados "brancos", onde todos agdiroentos para a preparacao e analise
das amostras deverdo ser igualmente realizadoémpoa auséncia da amostra. Além
disso, deverdo ser utilizadas solu¢bes padroefficains do Conselho Nacional de
Pesquisa do Canada (NRCC) para os metais a ser@imados nos diferentes tipos de
aguas analisadas (NASS-6: agua marinha; SLEW-2Z sglobra; SLRS-6: agua doce). Os
percentuais de recuperacdo dos metais presenteoh@des padrbes certificadas, bem
como os limites de deteccéo e quantificacdo do doébara os metais analisados (As, Cd,
Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), deverdo ser apradest

As amostras de material bioldgico deverdo ser preente secas em estufa (45@0
até peso seco constante e digeridas em acidoon(kildOs) ultrapuro (Suprapur, Merck)
na proporcao de 1 g de peso seco de material bBol@gra 2 mL de acido nitrico. O teor
de 4gua para cada amostra devera ser obtido. Astranaeverdo entdo ser submetidas a
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digestéo acida lenta em tubos plasticos tipo Epgrénals quais deverdo estar devidamente
lacrados e serem mantidos em estufa incubador&df4y- até a completa digestdo das
amostras. As amostras contendo o material biologlggerido deverdo entdo ser
avolumadas a 1 mL com agua tipo Milli-Q. No momediés analises, caso necessario, as
amostras deverdo ser diluidas utilizando-se aq@ Milli-Q, visando se adequar as
concentra¢Bes dos metais nas amostras aquelastpeeras solu¢des padrbes certificadas
utilizadas para calibrar o equipamento. As coneglis de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e
Zn nas amostras de material biolégico, preparadafoane descrito acima, deverao ser
analisadas, em triplicata, utilizando-se forno dafitp acoplado a espectrofotdmetro de
absorcao atébmica de alta resolucédo. Por sua vemalse da concentracdo de Hg nestas
amostras deverd ser realizada pelo método de ¥apoutilizando-se gerador de hidretos
acoplado a espectrofotdbmetro de absorgcdo atdmisacohcentracdes dos metais no
material bioldgico deverdo ser expressas em pgfgede iumido (mg/kg de peso Uimido) e
png/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Os resslld@s amostras de musculo de
crustaceos e peixes deverdo ser comparados comites lestabelecidos pela Resolucdo
da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de ¥igiia Sanitaria RDC °n42, de
29/08/2013, que dispde sobre o Regulamento TécMERCOSUL sobre Limites
Méaximos de Contaminantes Inorganicos em Alimerfasa verificar a acuracia e exatidao
das andlises, deverao ser realizados controlesalgade analiticos. Para tal, deveréo ser
analisados "brancos", onde todos os procedimenéma p preparacdo e analise das
amostras deverdo ser igualmente realizados, poeéauséncia da amostra. Além disso,
deverdo ser analisados materiais de referéncificadbs para andlise de metais tragos
Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCQG)¢caielo com o material bioldgico
analisado (DOLT-5: figado de peixe; DORM-4: muisculo de peix@ORT-3:
hepatopancreas de lagostnostras destes materiais deveréo ser tratadnalisadas da
mesma forma que as amostras do material biol6gilstario no monitoramento, conforme
descrito anteriormente. Os percentuais de recuperdgs metais presentes nos materiais
de referéncia certificados, bem como os limitesddieccdo e quantificacdo do método
para os metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Ma, Pb, e Zn), deverdo ser
apresentados.

As amostras de sedimento, coletadas conforme tiesciima, deverdo ser tratadas com
digestéo &cida, conforme os procedimentos desgét@sAgéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (EPA, 1998k concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn pazn
amostras de sedimento deverdo ser analisadasipticata, utilizando-se forno de grafite
acoplado a espectrofotdmetro de absorgdo atdmieltaleesolu¢éo. Por sua vez, a andlise
da concentracdo de Hg nestas amostras deveraatieada pelo método de vapor frio,
utilizando-se gerador de hidretos acoplado a esgetimetro de absorcdo atdémica. As
concentragbes dos metais no sedimento deverdoxgerssas em pg/g de peso Umido
(mg/kg de peso Umido) e nug/g de peso seco (mg/keesie seco). Para verificar a acuracia
e exatidao das analises, deverdo ser realizadéslesnde qualidade analiticos. Para tal,
deverdo ser analisados "brancos", onde todos aediroentos para a preparagéo e andlise
das amostras deverdo ser igualmente realizado8mpoa auséncia da amostra. Além
disso, devera ser utilizado material de referémeigificado do Conselho Nacional de
Pesquisa do Canada (NRCC) para os metais a seddisados (MESS-4). Amostras deste
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material deverdo ser tratadas e analisadas da nfesma que as amostras de sedimento
coletadas no monitoramento, conforme descrito neente. Os percentuais de
recuperacao dos metais presentes no material deémefa certificado, bem como os
limites de deteccdo e quantificacdo do método pammetais analisados (As, Cd, Cr, Cu,
Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), deveréo ser apresentados.

3.10. Analises de biomarcadores em amostras de imebrados e peixes

3.10.1. Concentracdo de metalotioneinas

A determinacdo da concentracdo de metalotioneieasré ser realizada conforme
metodologia descrita por Viarenget al. (1997). O material biolégico deverd ser
homogeneizado e centrifugado a 6.000 xg durantenitD O sobrenadante deverd ser
descartado e o precipitado obtido devera ser honaizgedo com 1 mL de etanol 87% e
cloroformio 1% diluidos em tampéo Tris-HCI (20 mMy.seguir, a solugéo resultante
deverda ser centrifugada a 6.000 xg durante 10 @isobrenadante devera ser novamente
descartado, sendo que o novo precipitado obtiderdeser homogeneizado em 150 uL de
NaCl (250 mM) e serdo adicionados posteriormentelisde solugéo de EDTA (4 mM) e
HCI (1 N). A seguir, 100 pL de cada amostra (emlidafa) deverdo ser adicionadas a 1,4
mL de solucdo de DTNB preparada em um tampédo (0 @&ntendo NaHPQ,.7H,0
(200 mM), NaCl (2 M) e DTNB (0,43 mM). Apo6s novantefugacao a 3.000 xg por 5
min, 350 pL do sobrenadante obtido a partir de @adastra seréa entdo transferido, em
duplicata, para as poc¢as de uma microplaca. Ar¢eife absorbancia devera ser feita em
espectrofotdbmetro de microplacas a 405 nm. Osteslad deverdo ser expressos em pmol
GSH/g de peso Umido de tecido.

3.10.2. Composigao idnica corporal, hemolinfatica plasmatica

Para a determinacao da composicdo idnica corpmsahicroinvertebrados deverao ser
coletados, rapidamente (30 s) lavados em agua MipiaQ, pesados, anestesiados e
eutanasiados. Apos 96 h de secagem em estUi@)(tevera ser determinado o peso seco
do material digerido e este digerido em acido adt65% (SupraPur, Merck). Apés
completa digestdo, as amostras deverdo ser aptaprénte diluidas para a analise da
composicao ibnica (Ca, K, Mg e Na), as quais deves@r determinadas por
espectrofotometria de absor¢cdo atdmica no modo &hBor sua vez, a concentracéo de
cloretos devera ser analisada pelo método de fémnde cianeto férrico de enxofre. Os
resultados deverdo ser expressos em mg/g de pedo. o que se refere a composicao
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ibnica hemolinfatica e plasmatica, esta deverdasatisada nas amostras de hemolinfa
(crustaceos) e sangue (peixes) coletadas duramteritoramento, conforme descrito
acima. As analises dos ions (Ca, K, Mg, Na e Gledio ser realizadas, conforme descrito
para a analise da composi¢céo corporal.

3.10.3. Atividade da NaK*-ATPase

As amostras de material biol6gico para a deterrdimalp atividade da N&*-ATPase
serdo preparadas com base nos procedimentos degoitPéqueux e Chapelle (1982). As
amostras, coletadas conforme descrito acima, deveed homogeneizadas num meio
contendo 1 mL de tampao Sl (sacarose - ImidazopEny,6) e mantidas em banho de
gelo. Apo6s deverdo ser centrifugadas a 5.000 rpnS&C, por 5 min. O sobrenadante
obtidos devera ser coletado para determinacio idaaate da N4K*-ATPase, a qual
deverd ser determinada utilizando-se um métodoriowdtrico. Para tal, deverdo ser
usados 10QuL do sobrenadante do homogeneizado, onde deveraaliseonados 2,5 mL
de uma solucgdo salina A contendo 77 mM de NaCimRDde KCI; 6 mM de MgGle 3
mM de ATP. O pH da solucao devera ser ajustadé adm tampéao Tris-HCI 0,1 mM. As
amostras deverdo ser incubadas durante 60 mif@ 26 escuro e a leitura devera ser
feita a 620 nm. A mesma reagdo deverd ser realizai@al00 pL de sobrenadante e 2,5
mL de uma solucéo salina B contendo 83 mM de N&@iM de MgC}, 3 mM de ATP e 1
mM de ouabaina. Ambas as reacfes deverdo ser amma 1 h, quando entdo serdo
inibidas pela adicdo de acido tricloroacético 5@guantidade de fosforo produzido em
cada reacao devera ser determinada utilizando-skitude reagentes especificos para a
determinacdo do fosforo. A diferenca na producdoféddoro entre as duas reacfes
realizadas acima deverd entdo ser considerada senam aquela atribuida a atividade da
Na' K*-ATPase. A concentracdo da proteina no homogerneidadera ser determinada
colorimetricamente, com base no método de Bradfmando-se albumina de soro bovino
como padrao. A atividade da enzima sera entédo ss@emumoles Pi/mgproteina/h.

3.10.4. Atividade de enzimas envolvidas na caleif&o

A preparacdo das amostras para analise dos paonadr calcificacdo devera ser
realizada macerando-se as amostras em nitrog@uiddi e separando-as em aliquotas de
150-200 mg. Para cada andlise, as amostras deserabhomogeneizadas em tampéao
especifico (1:1; peso/volume) para cada ensaio, ooauxilio de um sonicador. As
amostras homogeneizadas deverdo entdo ser ceatld®d10.000g 20 min, 4°C) e o
sobrenadante coletado para as analises, sendaatarednte utilizado para as medidas de
atividade enzimatica (E&ATPase, M§'-ATPase e anidrase carbonica). A quantificacéo
de proteinas totais nas amostras homogeneizada&sadsgr realizada baseando-se no
método de Bradford.
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A determinacdo da atividade da anidrase carbOrévard ser realizada medindo-se a
reducdo de pH associada a catélise da hidratac@®gacom a correspondente liberacdo
de H (Henry, 1991). O tamp&o utilizado para homogerdiaadas amostras devera ser
constituido de Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacar@& mM), inibidor de proteases
(fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF 1 mM) erdivtreitol (DTT 1 mM). Para isso, 15
uL do homogeneizado dever&o ser adicionados a 3emitrdh solugéo de reacdo composta
por Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM)pitoh (225 mM) e fosfato (10 mM).
Em seguida, deverdo ser adicionados gBGle substrato (agua destilada saturada com
CO,) e 0 pH registrado a cada 5 s, durante 30 s, canxilio de um pHmetro de bancada.
Paralelamente, deverdo ser realizadas determindo8édsanco de reacdo”, onde dlbdo
tampdo de homogeneizacdo deverdo ser adicionadokigéio de reacdo e ao substrato.
Devera ser utilizado o modelo de regresséo linearigvel dependente: pH, variavel
independente: tempo) para determinar a declividadeaetas de reacdo. A média dos dados
obtidos a partir dos homogeneizados sera a tareagd@o catalisada, enquanto a média dos
dados obtidos nos brancos indicara a taxa da redg#icatalisada. Os resultados deverdo
ser normalizados considerando a quantidade deipastenas amostras e expressos em
unidades de anidrase carb6nica/mg proteina.

Para a determinacdo das atividades d&-GBPase e da Mg-ATPase devera ser
utilizando-se o método descrito por Vajreswati al. (1983), com modificacbes. O
homogeneizado da amostra devera ser preparadmntib-se tampao composto por Tris-
HCl (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM), DTT (1 mM)PMSF (1 mM). O
homogeneizado deverd ser centrifugado (20 min 00049, 4°C) e 20uL do sobrenadante
deverao ser utilizados para a analise. O meioatgiceutilizado na analise da atividade da
C&'-ATPase devera ser composto por NaCl (189 mM), M¢EmM), CaC} (5 mM) e
Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubagdo da reagdoeté\ser realizada a %D, por 30 min.
Por sua vez, o meio de reac&o utilizado na anddisatividade da Mg-ATPase devera ser
composto por NaCl (189 mM), Mg£(5 mM), EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH
7,6). A incubagdo da reagdo devera ser realiza@8°@, por 30 min. No inicio da
incubacédo, ATP (3 mM) e ouabaina (1mM) deveraadmionados aos meios de reacdo. A
concentracdo de fosfato inorganico (Pi) liberada p¢ividade das enzimas no meio de
reacdo devera ser determinada utlizando-se o métadorimétrico (630 nm). Os
resultados deverdo ser normalizados com base mdidpde de proteinas totais presente
nos homogeneizados e deverdo ser expressos em/miyl froteina/min.

3.10.5. Atividades de enzimas do metabolismo en&gé

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e tmalasidrogenase (MDH) deveréo
ser analisadas em homogeneizados das amostrasralfaguibs e figado dos peixes
coletados durante o monitoramento, conforme desadima. Os homogeneizados das
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amostras de branquias e figado deverdo ser readizaat maceracdo mecénica em mistura
contendo 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton x 100. Apéstrifugacdo, o sobrenadante
obtido devera ser utilizado para as analises paiksa das atividades da LDH e MDH. A
avaliacao da atividade da LDH devera ser realipad@a mistura de solucdo de piruvato de
sédio (1 mM), KCI (200 mM), tampé&o Tris-HCI (50 miH 7,4) e NADH (250 uM) a
uma aliquota do sobrenadante de cada homogenetwmdwanquia ou figado. Para a
determinacdo da atividade da MDH, deverdo ser @uidos a aliquota do sobrenadante
dos homogeneizados uma solucdo de acido oxaloacftié¢ mM), MgC} (20 mM),
NADH (150 pM) em tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,4)s @rocedimentos para as
analises enzimaticas deverdo ser aqueles degmoitdhuenseet al. (2005) e Childress e
Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente,aptdia por Ribeiret al. (2015). A
taxa de oxidacdo de NADH na reacdo catalisada malasnas em andlise deverd ser
determinada por espectrofotometria UV em 340 nndloSagem de proteinas totais dos
homogeneizados devera ser realizada pelo méto@oadiford. As atividades enzimaticas
deverdo ser expressas em U/mg de proteina.

3.10.6. Atividades de enzimas antioxidantes

As atividades da catalase e da superéxido dismufaserdo ser analisadas nos
homogeneizados de tecidos preparados conformeitdesoritem 3.10.5. A atividade da
catalase devera ser determinada através da awdéliskecréscimo da concentracdo de
perdxido de hidrogénio (@,), conforme metodologia descrita por Beutler (19P9r sua
vez, a atividade da superéxido dismutase deverdasalisada medindo-se o grau de
reducéo do citocromo C, conforme descrito por MdGoFridovich (1969). A dosagem de
proteinas dos homogeneizados devera ser realizddangtodo de Bradford. A atividade
da catalase devera ser expressa em pup@)/ig protéina/min. Por sua vez, a atividade
da superéxido dismutase devera ser expressa emdd'mgpteina.

3.10.7. Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica (LPO) serd determinada na®siras do material biolégico
utilizando-se o método fluorescente baseado nassté&ubas reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS) descrito por Oakes e van Dmaak (2003). Este método
quantifica os danos em lipidios por meio da reatfimalondialdeido (MDA), produto da
peroxidacao lipidica, com o &cido tiobarbitiriccstd& reacdo ocorre em condicbes de
acidez e alta temperatura (@, gerando um cromégeno fluorescente. Para serem
analisadas, as amostras deverdo ser homogene{da@aseso:volume) utilizando-se uma
solucdo tamp&o. A fluorescéncia gerada (emiss&®:nB2 emissédo: 580 nm) devera ser
medida utilizando-se um espectrofluorimetro. Osodadeverdo ser calculados com base
em uma curva construida com solu¢cdes padrdes menttbxipropano (TMP), que apds
hidrélise gera MDA. Os resultados deverado ser nlizados em relacdo ao contetdo de
proteinas nas amostras, o qual deverd ser deteloningizando-se o método de Bradford.
Os dados deveréo ser expressos em nmol MDA/mgipeote
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3.10.8. Oxidacao de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas deverdo ser ada$isutilizando-se o método
descrito por Dalle-Done (2003). Portanto, para tjfiear a concentracdo de proteinas
carboniladas nas amostras biolégicas deverdo 8madas as técnicas de eletroforese
unidimensional e de ensaio imunologico por "Weskdotting”. Neste caso, a detec¢éo das
proteinas carboniladas envolve a derivatizacdo dapagnento carbonil com 2,4-
dinitrofenilhidrazine (DNPH), a qual leva a formacde um produto estavel, a 2,4-
dinitrofenil hidrazona (DNP). Antes da derivatizagé conteldo de proteinas da amostra
deve ser padronizada em 0,2 mg/ml de homogenizasiando normalizar as amostras
para a realizacdo do ensaio de eletroforese (SOE=PA "Western blotting". No processo
de derivatizagdo, as proteinas reagem com DNPHmemsolucdo contendo 12% SDS e
uma solucdo de DNPH/TFA [20 mM DNPH em 20% (v/v)TdH (acido trifluoroacético).
Adicionalmente, trés amostras deverdo servir coomtrgle positivo, as quais deverao
conter 1, 2 e 4 mM of #D, para induzir o dano oxidativo na amostra. Apositiagao por
15 min na temperatura ambiente, a mistua de rededie ser neutralizada com uma
solucdo 2M de Tris-Base contendo 30% de glicerdtde?ara cada amostra, as proteinas
derivatizadas com DNPH deveréo ser separadas fedraferese unidimensional em gel
de poliacrilamida 12% (1D SDS-PAGE), eletropreeigds em membranas de PVDF e
submetidas ao ensaio imunoldgico para determinagdo conteddo de proteinas
carboniladas com um anticorpo anti-DNP (InvitrogekJA). As bandas obtidas deveréo
ser visualizadas utilizando-se um kit de reagemasa imunodeteccdo colorimétrica
(Invitrogen, EUA). A densidade das bandas obtidegerfio ser analisadas para cada
amostra apos escaneamento da membrana de PVDEs@Wrdos deverao ser expressos
em pixels de densidade 6tica.

3.10.9. Dano de DNA

Para a analise de danos oxidativos no materialtigen® DNA gendmico de cada
amostra devera ser isolado utilizando-se um kitredmentes para isolamento de DNA
(PromoKine, Promocell, Heidelberg, Alemanha). Pola svez, a andlise de danos
oxidativos no DNA deverd ser realizada com base igentificacdo de sitios
apurinicos/apirimidicos (AP). Os sitios AP deves&o medidos utilizando-se uma sonda
capaz de reagir com o grupo aldeido destes sfitiogual deverd ser detectada por
colorimetria (450 nm) em uma leitora de micropladzra tal, devera ser utilizado um kit
de reagentes de deteccdo de dano de DNA, seguen@s-snstrucdes do fabricante
(Promokine, Promocell, Heilderg, Alemanha). Os Itesios deverdo ser expressos em
sitios AP/mg de proteina, considerando a concéidrde proteinas nas amostras, a qual
devera ser determinada utilizando-se o método def&nd.
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Além da avaliagdo do dano no material genéticovétrala identificagdo de sitios AP,
conforme descrito acima, este tipo de dano tamb®rard ser acessado através dos testes
dos ensaios do vermelho neutro, microndcleos e tegnugilizando-se as amostras de
hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peiXetadas conforme descrito acima.

O ensaio do vermelho neutro devera ser realizado hemdcitos presentes nas
amostras de hemolinfa dos crustaceos (camardesargo@jos) coletados nas diferentes
areas do monitoramento. Antes da coleta, as lanpaas microscopia (76 x 26 mm)
deverao ser pré-lavadas (12 lavagem com agua ejelete neutro a 5%; 22 lavagem com
agua corrente; 32 lavagem com solucao de agudadestiaturada com HCI; e 42 lavagem
com agua destilada em abundéancia) e secas, comaménto de uma de suas faces com
solugdo de poly-L-lisina em agua destilada (1:p@ya a adesdo dos hemdcitos vivos em
sua superficie. Para isso, iD dessa solucdo devera ser pingada sobre umatdesidada
lamina, com uma micropipeta monocanal, realizandesfregaco com lamina e posterior
disposicéo ar para secagem. A diluicdo da hemotiofa crustaceos devera ser efetuada
com solucéo fisioldgica especifica para a espéeie. & solucdo estoque de vermelho
neutro (duracdo méxima de trés semanas, sob-nefti@e), consistird da dissolucdo de
0,0228 g deste corante em 1 mL de DMSO (dimetigido), com posterior preparo da
solucdo de trabalho de vermelho neutro (A0solucdo estoque + 5 mL de solucéo
fisiolégica), devidamente homogeneizada com agitasagnético por 1-2 min. Também
devera ser preparada uma solucéo anticoagulafte ¢2jlicose; 0,8 g de citrato de sédio;
0,42 g de cloreto de s6dio; em 100 mL de agualdda)i diluida com solucéo fisioloégica
na propor¢éo 2:1 (0,334 mL de solucédo anticoagellar,166 mL da solucéo fisioldgica).
Com uma seringa hipodérmica (1 mL) munida de ag@hagauge (impede a destruicdo
dos hemacitos e a formacdo de codgulos), 0,7 méadeslucdo anticoagulante devera ser
aspirada, devendo ser entdo completada com 0,3rhkemholinfa do crustaceo, colhida na
membrana de articulacdo carpo-propodal do quelippdmr. O conteldo devera ser
transferido para tubo siliconado (2 mL) e mantidodescanso (15 min), para minimizar a
forca de adeséo e, consequentemente, evitar o m@mp dos hemdcitos e a coagulacao.
Posteriormente, 40L dessa solugéo (hemolinfa do animal + solugéoléigica + solu¢éo
anticoagulante) devera ser retirada com micropjpeden substituicdo da ponteira para
cada amostra que esta sendo analisada, evitaraksise a contaminagdo da mesma. Este
volume devera ser disposto ao centro da laminaidem$aeopia previamente tratada com
poly-L-lisina, as quais deverdo ser em seguida idesem camara Umida escura (15 min),
para uma melhor aderéncia celular. Deverdo seitguipe entdo 4QL da solucdo de
trabalho de vermelho neutro sobre cada lamina, esten volume sendo homogeneizado
aos 40uL de hemolinfa ali ja existentes, utilizando-segptal a ponteira da micropipeta,
com posterior cobertura por laminula. As laminaged#o ser mantidas em camara Umida
escura (15 min) para a penetracéo do corante moddi®s. Na primeira hora, as laminas
deverdo ser examinadas em microscopio optico aXadain e, caso necessario, a cada 30
min na segunda hora. As células deverédo ser focadasnenor aumento (50X), com
posterior elevacdo da magnificagdo para 400 ou p0@%X0 necessario. No momento da
observacao das laminas, a luz incidente deve s&isareduzida possivel, pois o corante &
foto-labil. As células deverdo ser cuidadosamemtamiadas, com anotacdo das
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anormalidades estruturais, bem como o tempo dag&tedo vermelho neutro. Para esta
Ultima observagdo, deverid ser estimada a propodgiocélulas com “vazamento”
lisossomal para o citossol, bem como as anorma&lad tamanho/cor dos lisossomos. Na
avaliacdo temporal das laminas, sera utilizadonal si+” quando <50% das células
apresentarem o citossol claro e auséncia de aridedab estruturais ou estresse; o sinal
“+" quando entre 50 a 75%; e o sinal’‘quando >75%.

Para a avaliacdo do dano no material genéticoétrde ensaio de micronicleo deverao
ser utilizadas as amostras de hemolinfa dos crems$ae de sangue dos peixes coletadas
durante o monitoramento, conforme descrito acingm.afostras deverdo ser coletadas
com seringas (1 mL), munidas de agulhas 21 gawage, gvitar danos aos hemdcitos. As
amostras deverdo ser transferidas para tubos rédamos, que serdo dispostos em
microcentrifuga (1.000 rpm, por 5 min), com retaate 50uL com micropipeta, colocada
junto ao fundo do tubo. Este volume de materiakdeser gotejado na lateral da lamina,
sendo entdo espalhado por esfregaco com outra daminprocedimento devera ser
realizado individualmente, com a obteng&o de &ésrlas/individuo, as quais deverdo ser
secas ao ar e fixadas com solucdo de Carnoy (oletd acido acético), por cerca de 20
min, com nova secagem a temperatura ambiente. BGoidse as laminas deverdo ser
coradas com solucdo de Giemsa 2%, preparada endidafogfato pH 8,0 (N&IPO, +
KH2PQy), também por 20 min. ApGs este procedimento, anks deverdo ser lavadas
com 4gua deionizada, secas ao ar e com adesdonétaullzs com Entellan® (Merck).
Posteriormente, as laminas deverdo ser examinaslasmscroscépio Optico comum,
integrado a um sistema de analise de imagens papwtador, com contagem das células
micronucleadas pelo programa KS300® (Carl Zeissepfdnha). As trés laminas de cada
individuo deverao ser avaliadas em aumento de X,0fin avaliacdo de 1.000 hemécitos
em cada lamina, devendo ser entdo quantificadam@eralde células micronucleadas por
1.000 células analisadas (MN%o).

Para avaliacdo do dano no material genético atrdwéensaio cometa deverdao ser
utilizadas as amostras de hemolinfa dos crustaeeds sangue dos peixes coletadas
durante o monitoramento, conforme descrito aciniuatas das amostras deverdo ser
misturadas a 100 pL (0,5%) de agarose com baixtopda fusdo, diluidas em tampéo
fosfato (342 mM NacCl, 20 mM NEPO,, 1,7 mM KHPQ,) e 16 mM KCI (pH 7,6; 780
mOsmol/kg), que deverdo ser colocadas sobre lanpn@gamente preenchidas com
agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobertaslgminulas e mantidas sob
refrigeracdo até atingirem estado sélido (5-7 nipps este periodo, as laminulas deverao
ser retiradas e colocadas em solucéo de lise getad®(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM TRIS, 10% DMSO, 1% TRITON X-100), por no mininioh. Apds este periodo, as
laminas deverdo ser lavadas e mergulhadas em ulma @om tampao alcalino de
eletroforese pH>13 (10 M NaOH, 200 mM EDTA), paeshturacao do DNA (15 min). A
eletroforese devera ser realizada sob 1V/cm e 30QkBAmin), em gelo, com posterior
lavagem das laminas em tamp&o de neutralizac&o (Bt ™M Tris), por igual tempo, com
posterior fixacdo em etanol (10 mi)everdo ser examinadas 100 células/lamina, com
duas laminas/individuo, onde os “cometas” serdegoaizados quanto a extensdo da
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migracdo do DNA (variavel qualitativa): (0) sem dail) ligeiramente danificado; (2)
moderadamente danificado; (3) muito danificado4)ed@ano méaximo. Devera ser também
realizada medicdo da “cauda’ desses “cometas” gv@riquantitativa), utilizando-se o
programa computacional KS-300® (Carl Zeiss, Alenagnkem um sistema de andlise de
imagens por computador acoplado a um microscépiol#bx® (Carl Zeiss, Alemanha). A
eletroforese devera permitir avaliar os danos ad\Dddusados por processos biolégicos
como quebras de cadeia simples de DNA, lesGesos sgicali-labeis ou, ainda, reparo
incompleto dos sitios de excisdo. A variavel gatlia representara a proporcdo de
extensdo dos danos ao DNA nas quatro classes diseapéddendo ser confrontadas por
uma analise de propor¢bes multinomiais.

A avaliag@o de danos no material genético tambérardeser realizada por anélise da
inducdo de apoptose, através de técnica imunohisticp. Esta analise devera ser
realizada nas amostras de branquias e figado dosspeoletados durante o
monitoramento. Cortes histoloégicos de branquiasigadd deverdo ser reidratados e
tratados com tripsina (Img/mL em PBS 0,01 mol/L, p4) por 3 min (a 3T). Em
seguida, deverda ser realizada uma incubacgdo comngsat a 5% por 30 min, para que
sejam evitadas liga¢gfes nédo especificas. Os coete=rdo entdo ser incubados durante 16
h em camara Umida com o anticorpo primario (argpaae), diluido em PBS-A 0,005%
(tampdo fosfato salino, 0,01mol/L, pH 7,4) 84 Os cortes deverdo ser novamente
incubados, porém agora com o anticorpo secundéitmitado (Vector Laboratories) por
1 h, para posterior amplificacdo com kit VectastaBC Elite (Vector Laboratories) em
temperatura ambiente, por 30 min. A DAB (3,3'- diaobenzidina, 1:300) devera ser
utilizada como substrato para a peroxidase. Oggoitverao ser lavados 5 vezes em PBS
0,01 mol/L, entre todos os passos descritos acéxegto antes do anticorpo primario.
Todo o procedimento devera ser realizado a temperambiente. Padroniza¢des quanto a
recuperacao antigénica, concentracao de anticogmige outros deverdo ser realizados
caso a caso.

3.10.10. Danos morfoldgicos

Efeitos histopatol6gicos deverdo ser avaliadosamagstras de branquias e figado dos
peixes coletados durante o monitoramento, confodaecrito acima, devendo ser
coletadas, ainda, amostras de gbénadas para eswidecatoxicologia reprodutiva e
histopatologias gonadais analise quantitativa desiat folicular e outras patologias
gonadaisNo momento da coleta, as amostras de tecidos desgerdpesadas e, com base
no peso corporal e dos 6rgaos coletados, deveabtdo o peso relativo (PR) de cada um
deles PR = MP/MC x 100; onde: MC = massa corpdvit; = massa total do 6rgao.
Fragmentos de figado e branquias deverdo ser imeragparaformaldeido 4% por 24 h,
desidratados em concentragBes crescentes de aafahizados em xilol e incluidos em
paraplast. O material devera ser seccionado enmdtoiop rotativo. As seccdes obtidas
deverdo ser coradas com hematoxilina/eosina entiic@le Mallory. Algumas laminas
deverdo ser submetidas a técnica de coloracdo dR\@ndo para isso ser banhadas em
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acido periodico 1% por 10 min, lavadas em aguailddate mergulhadas em Reativo de
Schiff por 20 min. Em seguida, devera ser realiaada nova lavagem em agua corrente
por 10 min, seguida de coloracdo com hematoxilm&ldrris por 3 min, lavagens em agua
destilada, desidratacdo e montagem. Este mateeiadrél ser utilizado para analises
histopatol6gicas, onde deverdo ser avaliados: &deasecrose, esteatose, goticulas
lipidicas, colestase, neoplasias, melanomacrofagdteracbes nucleares, congestédo
hemorragica, infiltrados inflamatérios, fibrosereearisma lamelar.

3.10.11 biomarcadores de desregulacao endécrina

Também deverdo ser realizadas analises de bionsaesade desregulacdo enddcrina:
vitelogenina (Vtg) e proteinas da zona radiata \&m amostras de figado e/ou plasma
sanguineo, especialmente em machos e a determidag&z&o sexual e a propor¢édo de
peixes intersexo nas amostras.
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