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RESUMO

Atividades antrépicas como agricultura, industrias e efluentes urbanos, assim
como rejeitos de mineragdo, quando nos corpos d’agua, podem se depositar nos
sedimentos. Neste ambiente podem influenciar negativamente os organismos
bentdnicos como os Chironomidae (Diptera), importante elo da teia alimentar dos
ecossistemas dulcicolas. Diante da necessidade de compreender as possiveis
consequéncias de sedimentos com misturas complexas de contaminantes, esta
pesquisa teve porobijetivo avaliar efeitos letais e subletais em Chironomus sancticaroli
expostos aos sedimentos de diferentes segmentos da bacia do Rio Doce, MG/ES, apds
quatro anos do evento do rompimento da barragem de extracdo de minério de ferro
(Fundao). Foram realizadas coletas de sedimentos em julho e agosto de 2019 em seis
locais ao longo da bacia do Rio Doce: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN),
Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV) e Aimorés (AIM).
Imaturos de Chironomus sancticaroli foram expostos por um periodo de oito dias e apos
a exposigao foram contabilizadas a sobrevivéncia das larvas e foram preparadas
amostras para determinacédo de estagio de desenvolvimento, bioconcentragdo de
metais, verificacao de respostas na atividade de enzimas de biotransformacao, estresse
oxidativo, danos em biomoléculas, neurotoxicidade, expressao génica de hemoglobinas
e metalotioneina e danos histopatolégicos. Conforme observado pelas analises
multivariadas, a composi¢cado quimica de todos os sedimentos € influenciada por metais,
principalmente no alto Rio Doce, ja o médio Rio Doce parece ser influenciado também
por contaminantes organicos como HPAs e piretroides. As larvasa presentaram metais
bioconcentrados em exposicao a todos os pontos de coleta, e foi observado que grande
parte do sedimento estava concentrado no sistema digestdrio e tubulos de Malpighi da
larva. A exposicdo a todos os sedimentos provocou alteracbes no tempo de
desenvolvimento, observado pela presenca precoce de pupas. Além disso a
sobrevivéncia reduziu significativamente nos pontos do alto e médio Rio Doce. No médio
Rio Doce foi constatado também os maiores scores de alteracbes subletais em
diferentes biomarcadores, principalmente naqueles relacionados a biotransformacao de
compostos organicos, e maior frequéncia das alteragbes histoldgicas do sistema
digestorio e do corpo gorduroso. Os sedimentos da bacia causaram efeitos diversos a
niveis subletais e letais observados em C. sancticaroli. Nos diferentes segmentos
avaliados, foram observados diversidade de composi¢céo, que refletem o impacto
antropico nos diferentes segmentos, incluindo grande carga de metais, superiores aos
valores maximos permitidos na legislagdo ambiental. A presenca e biodisponibilidade
de metais nos sedimentos ao longo de toda a bacia é reflexo da presenga natural na
composicao geoldgica, da intensa atividade de extragdo de minérios ao longo dos
ultimos séculos bem como a ressuspenssdao de contaminantes através de eventos
extremos, como o rompimento da barragem do Funddo. Os contaminantes organicos
também parecem influenciar a composicao do sedimento, relacionados com a falta de
tratamento adequada do esgoto dos centros urbanos, principalmente naqueles mais
populosos como Governador Valadares. Essa complexa mistura, bem como fatores
geomorfolégicos como granulometria e a presenga de materia organica parecem
propiciar a toxicidade desses sedimentos em larvas de C. sancticaroli.

Palavras-chaves: Biomarcadores; Histopatologia; Sedimento



ABSTRACT

Anthropogenic activities such as agriculture, industries and urban effluents, as well
as mining waste, when in water bodies, can be deposited in sediments. In this
environment, they can negatively influence benthic organisms such as Chironomidae
(Diptera), an important link in the food web of freshwater ecosystems. Faced with the need
to understand the possible consequences of sediments with complex mixtures of
contaminants, this research aimed to evaluate lethal and sublethal effects on Chironomus
sancticaroli exposed to sediments from different segments of the Doce River basin,
MGJ/ES, four years after the rupture event of the iron ore extraction dam (Fundao).
Sediment collections were carried out in July and August 2019 at six locations along the
Doce River basin: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
Reference (REF), Governador Valadares (GOV) and Aimorés (AIM). Immatures of C.
sancticaroli were exposed for a period of eight days and after exposure the survival of the
larvae were counted and samples were prepared to determine the stage of development,
bioconcentration of metals, verification of responses in the activity of biotransformation
enzymes, oxidative stress, damage to biomolecules, neurotoxicity, gene expression of
hemoglobins and metallothionein and histopathological damage. As observed by the
multivariate analyses, the chemical composition of all sediments is influenced by metals,
mainly in the upper Doce River, while the middle Doce River seems to be also influenced
by organic contaminants such as PAHs and pyrethroids. The larvae showed
bioconcentrated metals on exposure to all collection points, and it was observed that a
large part of the sediment was concentrated in the digestive system and Malpighian
tubules of the larva. Exposure to all sediments caused changes in development time,
observed by the early presence of pupae. In addition, survival has significantly reduced at
points in the upper and middle Doce River. In the middle Doce River, the highest scores
of sublethal changes in different biomarkers were also found, especially those related to
the biotransformation of organic compounds, and a higher frequency of histological
changes in the digestive system and in the fat body. The basin sediments caused diverse
effects at sublethal and lethal levels observed in C. sancticaroli. In the different evaluated
segments, diversity of composition was observed, which reflects the anthropic impact on
the different segments, including a large load of metals in the composition, higher than the
maximum values allowed in the environmental legislation. The presence and bioavailability
of metals in the sediments throughout the basin is a reflection of the natural presence in
the geological composition, the intense activity of mineral extraction over the last centuries,
as well as the resuspension of contaminants through extreme events, such as the rupture
of the Fundao dam. Organic contaminants also seem to influence the composition of the
sediment, related to the lack of proper sewage treatment in urban centers, especially in
the most populous ones like Governador Valadares. This complex mixture, as well as
geomorphological factors such as granulometry and the presence of organic matter, seem
to lead to the toxicity of these sediments to C. sancticaroli larvae.

Keywords: Biomarkers; Histopathology; Sediment.
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longitudinal da regiao Il do intestino médio de larva controle. B: Corte longitudinal da
regido Il do intestino médio de larva exposta ao sedimento do ponto GOV

evidenciando alteracdo na morfologia das células (setas). lu: lumen do intestino

FIGURA 8. Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli em corte lingitudinal.
A: Corpo gorduroso de larva controle evidenviando os trofocitos. B: Corpo gorduroso
de larva exposta ao sedimento do ponto CAN da bacia do rio Doce evidenciando
vacuolizagao no citoplasma dos trofdcitos (setas pretas). C: Corpo gorduroso de larva
controle evidenciando os endcitos pequenos que se encontram em grandes grupos
(cabega da seta em branco). D: Corpo gorduroso de larva exposta ao sedimento do
ponto NAQ evidenciando vacuolizagao no citoplasma dos endcitos pequenos (setas

pretas). E: Corpo gorduroso de larva controle evidenciando os endcitos maiores que



se agrupam com trés ou quatro células. F: Corpo gorduroso de larva exposta ao
sedimento do ponto CAN evidenciando vacuolizagdo no citoplasma dos enécitos
maiores (setas pretas). cgp: corpo gorduroso parietal; cgv: corpo gorduroso visceral;
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FIGURA 9. Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli. A,C: Corte
longitudinal do corpo gorduroso de larva controle evidenciando os trofécitos. B: Corte
longitudinal do corpo gorduroso de larva exposta ao sedimento do ponto NAQ da Bacia
do rio Doce evidenciando aumento do tamanho dos trofocitos parietais (setas). D:
Corte longitudinal do corpo gorduroso de larva exposta ao sedimento do ponto REF
evidenciando alteragdes nucleares nos trofécitos (setas). cgp: corpo gorduroso
parietal; ct: cuticula; Mme: MUSCUIO............oouviiiiii e 133
FIGURA 10. Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. A: Corte
longitudinal do tubulo de larva controle. B-D: Corte lonitudinal do tubulo de larvas
expostas ao sedimento do ponto NAQ da Bacia do Rio Doce evidenciando residuos
de sedimento no citoplasma das células (setas). cgp: corpo gorduroso parietal; me:
AT EST o1 ] (o TP PPPPPPPPRPRPPP 134
FIGURA 11. Analises de Componentes Principais (PCA) dos contaminantes analisados
no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores bioquimicos e
genéticos. Grupos quimicos analisados no sedimento: Hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, metais pesados/metaloides e piretroides. AChE = acetilcolinesterase.
GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = B-esterase. SOD =
Superoxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidagao lipidica. Danos em DNA.
HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de
exposicao: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés (AIM). Dim 1 = componente
principal 1. Dim 2 = componente principal 2...............oooiviiiiiiiiiiiiee e 135
FIGURA12. Analises de Componentes Principais (PCA) dos contaminantes analisados
no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores bioquimicos e
genéticos. Grupos quimicos analisados no sedimento: Hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, metais pesados/metaloides e piretroides. AChE = acetilcolinesterase.
GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = B-esterase. SOD =
Superoéxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidacéo lipidica. Danos em DNA.

HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia



do Rio Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE
Candonga. Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimorés.
Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.............ccc.cceevnnnnn. 136
FIGURA 13. Analises de Componentes Principais (PCA) dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos analisados no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os
biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST =
Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = B-esterase. SOD =
Superoxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidagéo lipidica. Danos em DNA.
HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de
exposicdo: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés (AIM). Dim 1 = componente
principal 1. Dim 2 =componente prinCipal 2..............coiiiiiiiiiiiie e 137
FIGURA 14. Analises de Componentes Principais (PCA) dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos analisados no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os
biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST =
Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = B-esterase. SOD =
Superoxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidagéo lipidica. Danos em DNA.
HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regiao da bacia
do Rio Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE
Candonga. Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimoreés.
Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2................cccc.ou.... 137
FIGURA 15. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais pesados e
metaloides analisados no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores
bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-
Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = [(-esterase. SOD = Superéxido
dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de
exposicdo: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés (AIM). Dim 1 = componente
principal 1. Dim 2 = componente principal 2.............ooooiiiiiiiiiiie e 138
FIGURA 16. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais pesados e
metaloides analisados no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores

bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-



Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta = (-esterase. SOD = Superdéxido
dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia do Rio
Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga.
Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimorés. Dim 1 =
componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.............ccooeviiiiiieiiiiiiieene. 139
FIGURA 17. Analises de Componentes Principais (PCA) dos piretroides analisados no
sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores bioquimicos e genéticos.
AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase.
EST beta = B-esterase. SOD = Superoxido dismutase. CAT = catalase. LPO =
Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E.
MT = Metalotioneina. Sedimentos de exposicdo: Gualaxo do Norte (GUA), UHE
Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV),

Aimorés (AIM). Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal

FIGURA 18. Analises de Componentes Principais (PCA) dos piretroides analisados
no sedimento por Yamamoto et al., 2023a e os biomarcadores bioquimicos e
genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-
esterase. EST beta = 3-esterase. SOD = Superoxido dismutase. CAT = catalase.LPO
= Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina
E. MT = Metalotioneina. Regido da Bacia do Rio Doce em que o sedimento foi
coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e
Governador Valadares. Baixo = Aimorés. Dim 1 = componente principal1. Dim 2 =
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= B-esterase. SOD = Superoxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidagao
lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT =
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FIGURA 20. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais concentrados nas
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longo de oito dias e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE =
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-esterase. EST beta
= B-esterase. SOD = Superdxido dismutase. CAT = catalase. LPO = Peroxidagao
lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT =
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Apresentagao

A tese esta estruturada em “Introdugdo geral”’, “Material e Métodos gerais”,
“objetivos” e dois capitulos subsequentes subdivididas de acordo com a necessidade de
melhor organizar seu conteudo. Na “Introducao geral” apresentam-se o objeto em estudo
(espécie Chironomus sancticaroli), a problematica envolvento a contaminagdo de
sedimentos do Rio Doce, os pressupostos que norteiam a pesquisa e dados
bibliograficos que justificam a sua importancia. No “Material e Métodos gerais” é descrita
as caracteristicas dos locais de amostragem, a metodologia detalhada de coleta do
sedimento e condi¢gbes experimentais da pesquisa. Apds isso, sdo elencados os
“Objetivos” da pesquisa. Na sequéncia, a secao “Referéncias” contém a lista das fontes
da literatura citadas no prélogo. Os capitulos apresentam os procedimentos
metodolégicos empregados para atingir os objetivos especificos de cada um dos
capitulos. Os capitulos foram separados pelos diferentes niveis de respostas biolégicas.
O Capitulo | abordou endpoints, o Capitulo Il as alteracbes dos biomarcadores. Além
disso, cada um deles contem a sua proépria lista de referéncias. Finalizando a tese, segue
a “Concluséo Geral” com as conclusdes gerais e a lista de “Referéncias Gerais”,

normativa exigida pela instituicao.
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1.  INTRODUGAO GERAL

Os ambientes naturais sdo vulneraveis ao constante impacto das multiplas
atividades antropicas, muitas das quais degradam recursos naturais essenciais para a
manutengao da vida, como a agua. A elevada intensidade destas atividades que utilizam
0s recursos hidricos para captacédo ou diluicdo de afluentes, ou aquelas que geram
residuos que sao carregados aos rios e riachos, tem levado a muitos conflitos socio-
ambientais sobre o uso da agua e a sua qualidade.

Neste cenario, pesquisas de qualidade ambiental em ambientes aquaticos séo
necessarias para compreender como as substancias isoladas ou em mistura derivadas
destes residuos se comportam na coluna de agua, sedimento e organismos,e quais sao
os efeitos diretos ou indiretos sobre o sistema natural e os organismos expostos.

Um exemplo importante de ambiente aquatico impactado por diferentes
poluentes, € a bacia hidrografica do Rio Doce, localizada no sudeste do Brasil. A bacia
possui area de drenagem de 86.715 km?, dos quais 86% estdo no Leste de Minas Gerais
e 14% no Nordeste do Espirito Santo (CBH DOCE, 2020). O Rio Doce tem extenséo de
879 quildmetros nascendo nas Serras da Mantiqueira e do Espinhacgo, até desaguar no
Oceano Atlantico no municipio de Linhares, no estado do Espirito Santo (CBH DOCE,
2020).

De acordo com suas caracteristicas morfoestruturais, a bacia do Rio Doce se
divide em trés regides: Alto, médio e baixo. O alto Rio Doce compreende area das
nascentes, com altitudes que atingem cerca de 2.600 metros até a confluéncia dos rios
Doce e Piracicaba, perto da cidade de Ipatinga (MG); o médio Rio Doce esta localizado
a jusante da confluéncia do Rio Doce com o rio Piracicaba até a divisa entre Minas Gerais
e Espirito Santo, com altitudes médias predominantes de 350 metros; e o baixo Rio Doce
da divisa entre Minas Gerais e Espirito Santo até a foz no Oceano Atlantico (Coelho,
2007). A paisagem pela qual a bacia atravessa € composta por Campos de altitude,
Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila Densa (Coelho, 2009)
abrangendo os biomas de Mata atlantica e Cerrado. A regiao é predominantemente de
clima tropical de savana (Cerrado) de acordo com a classificagdo de Kodppen,
caracterizado por ser uma regido tropical umida com inverno seco (Reboita et al., 2015).
Ha predominio de duas classes de solos na bacia, Latossolo Vermelho-Amarelo

Distrofico e/ou Alicos e Argissolo (Poszélico) Vermelho-Amarelo (Embrapa, 1999).
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Os afluentes do Rio Doce possuem um complexo de sistemas lacustres profundos
e rasos no médio e baixo Rio Doce (Meis & Tundisi, 1986; Barroso, 2007), que
influenciam constantemente na drenagem e sedimentagdo da bacia. Ao longo do Rio
Doce, no territério do Estado de Minas Gerais, o fluxo médio da agua € de
aproximadamente 900 m3/s. A partir da divisa com o Espirito Santo até a sua foz, ha um
menor volume de agua bruta, pois a area possui menor abrangéncia e captagao de aguas
precipitadas, a presenga de dois reservatorios para geragdo de energia e a grande
demanda de captagao de agua para agricultura e para atender as necessidades urbanas
(Coelho, 2009). Quando o Rio Doce alcanga o oceano, seu sedimento influencia o banco
dos Abrolhos, uma extenséo da Plataforma continental que abriga formacdes de recifes
de extrema importancia no Oceano Atlantico, além dos extensos bancos de rodolitos,
formados por algas e reconhecido como a maior extensao continua de bancos de
rodolitos do mundo (Quaresma et al., 2015).

A atividade econdbmica da bacia do Rio Doce é bastante diversificada,
destacando-se a agropecuaria, agroindustria sucroalcooleira, a mineragao (ferro, ouro,
bauxita, manganés, pedras preciosas e outros), a industria (celulose, siderurgiae
laticinios), o comércio e servigos de apoio aos complexos industriais e a geragao de
energia elétrica (ANA, 2020). Dentre os municipios que estéo inseridos na bacia, mais de
85% desses possuem até 20 mil habitantes, e apenas dois possuem populagao superior
a 200.000 habitantes, Governador Valadares e lIpatinga, localizados junto aocanal
principal do Rio Doce (Coelho, 2009). Uma das principais fragilidades dos centros
urbanos esta relacionada aos sistemas insuficientes de tratamento de esgoto em relagéao
a demanda (Consorcio ECOPLAN-LUME, 2010), sendo os canais dos rios receptores e
transportadores de rejeitos e efluentes (CBH DOCE, 2020).

Historicamente a bacia possui ampla atividade de mineragdo nos ultimos trés
séculos, vinculado principalmente a extracdo de ouro e extracdo e processamento do
minério de ferro (Costa et al., 2003; Castro et al., 2011; Cavalcanti et al., 2021). O
Quadrilatero Ferrifero € uma regiao de relevo acidentado, localizado na regido do alto
Rio Doce, ao longo do qual se distribuem grandes depdsitos de minério com alto teor de
ferro. Esta regido é composta por quatro associag¢des principais de rochas de importancia
extrativista para a regido: rochas gnaissicas e granitos, xistos verdes e rochas
metamorficas que hospedam grandes depdsitos auriferos (Lobato etal., 1998), rochas
metamorficas como itabiritos que hospedam grandes quantidades dos minérios de ferro

(Rosiere & Chemale Jr., 2000; Rosiére et al., 2008) e grupo ltacolomi composta por
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quatzitos e metaconglomerados (Door, 1969).

Apesar do PIB per capita do estado estar relacionado intrinsicamente as
atividades de mineracéao e industrias vinculadas ao setor da extragdo de minérios, ha um
passivo ambiental importante a ser dimensionado, principalmente depois de desastres
ambientais provocados pelo rompimento da barragem de rejeitos do processo de
extragao de minério de ferro, Fundao, localizada em Mariana (MG), no dia 5 de novembro
de 2015. Alama e residuos de rejeito, de mais de 40 milhées de m3, atingiu as povoagdes
de Bento Rodrigues e Barra Longa nas margens no rio Gualaxo do Norte; passou pelo
rio do Carmo, atingiu o Rio Doce e, percorreu aproximadamente 660 km, até atingir o
mar em Regéncia, Municipio de Linhares (ES) (ANA, 2020). O rapido deslocamento da
massa de rejeito teve como consequéncia a redugcdo da cobertura vegetal, eroséo,
assoreamento, escoamento e descarga dos efluentes domésticos e agricolas e o
revolvimento do sedimento depositado na calha do rio durante centenas de anos (Da
Silva Junior et al., 2018; Santos et al., 2019; Duarte et al., 2020).

Apo6s o rompimento da barragem, varias pesquisas vém mostrando a presencga e
persisténcia de diferentes metais e metaloides ao longo da bacia, como aluminio,
arsénio, bario, calcio, chumbo, cobalto, cobre, cromio, escandio, ferro, magnésio,
manganés, mercurio, niquel, selénio, titanio, vanadio e zinco (Guerra et al., 2017; Santos
et al., 2019; Dos Reis et al., 2020; Fraga et al., 2020; De Matos et al., 2022; Mulholland
et al., 2022; Yamamoto et al, 2023b), depositados no sedimento, solo do entorno ou
coluna d’agua do rio. Estes elementos, essenciais e principalmente os ndo-essenciais,
podem apresentar potencial toxico dependendo das concentragdes biodisponiveis
(Martinez-Finley et al., 2012).

A deposigao de metais nos corpos d’agua pode ocorrer por influxo de agua
subterranea, escoamento superficial, advindas de fontes naturais ou atividades humanas
(Rosen & Van Metre, 2010; Silva et al., 2018; Duarte et al., 2020). A biodisponibilidade
em ambientes aquaticos, ou seja, a quantidade de produto quimico que esta disponivel
para causar uma resposta biolégica (NRC, 2003), depende de multiplos fatores fisico-
quimicos como temperatura, pH e potencial redox, (Hong et al., 2011; Adams et al.,
2019). A absorgao dos metais nos organismos bentdnicos ocorre majoritariamente por
ingestao (Hare et al., 2003).

Entre os organismos bentdnicos estdo os insetos, onde na sua hemolinfa os
metais essenciais sao eletrdélitos, atuando como ions, permitindo a passagem de corrente

elétrica, e tem papel importante nos processos osmorregulatérios, equilibrio acido-base,
34



sinalizagao celular (Zheng et al., 2020) e também se ligando a diferentes proteinas como
hemoglobina, catalase e superdoxido dismutase (Locke & Nichol, 1992; Martinez-Finley et
al., 2012).

Os metais n&do-essenciais e metaloides, por sua vez, ndo tém papel funcional
dentro dos organismos e geralmente causam maior toxicidade que os elementos
essenciais mesmo em baixas concentragdes (Ali et al.,, 2019). Eles sao transportados
para o interior das células por proteinas carreadoras por possuirem cargas semelhantes
aos ions essenciais (Beaty et al.,, 2002; Martinez-Finley et al., 2012; Belowitz &
O’Donnell, 2013; Leonard et al., 2018).

Dentre os efeitos toxicos dos metais mais relatados na literatura, pode-se citar os
danos por estresse oxidativo, gerados por espécies reativas de oxigénio (EROS)
formadas durante o metabolismo (Mendikute & Cajaraville, 2003) e potencializadas com
a presenga de metais através da reagcdo de Fenton e Haber-Weiss (Locke & Nichol,
1992). Os anions superoxidos (O2™) levam a produgdo de radicais hidroxila (OHe)
(Fridovich, 1995). Os radicais hidroxila, sdo altamente reativos, oxidando os lipideos da
membrana e desnaturando proteinas e acidos nucléicos (Lesser, 2006), entretanto séo
rapidamnete reduzidos a H202, que sdo menos reativos, permanecendo mais tempo
livres na célula, causando estresse oxidativo e, podendo subsequentemente, a longo
prazo, ocasionar danos em niveis mais elevados da organizagao bioldgica, como as
alteragdes morfologicas e fisioldgicas (De Almeida et al., 2007; Costantini, 2008; Fan et
al., 2012).

Na bacia do Rio Doce, estudos preévios relataram alteragées na atividade de
enzimas antioxidantes em peixes expostos a metais, além de diferentes alteracdes
morfoldgicas, histoldgicas e genotoxicas (Coppo et al., 2018; Gomes et al., 2018; Ferreira
et al., 2020; Macédo et al., 2020; Passos et al., 2020; Weber et al., 2020; Mercgon et al.,
2021; Mergon et al., 2022; Vieira et al., 2022; Yamamoto et al. 2022a), comportamentais
em anuros (Girotto et al., 2020), na ecologia de microrganismos (Giongo et al., 2020;
Zorzal-Almeida & Fernandes, 2021) e na toxicidade de microcrustaceos (Mendes et al.,
2020). Entretanto, ha uma lacuna de pesquisas de toxicidade dos sedimentos em
organismos benténicos na bacia.

Estudos na bacia do Rio Doce vem mostrando também a presenga de
contaminantes organicos na calha do rio, como produtos farmacéuticos, herbicidas
(Gomes et al., 2022), compostos fendlicos (Ramos et al., 2021), hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos e piretroides (Yamamoto et al., 2023b). Dentre as possiveis fontes
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dos contaminantes organicos, que podem ser sintéticos ou naturais, podem ser citados
os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, pesticidas, produtos veterinarios,
compostos/subprodutos industriais, aditivos alimentares, nanomateriais de engenharia
(Lapworth et al., 2012). Também podem ser gerados a partir da combustdo incompleta
ou pirdlise de matéria organica (CETESB, 2018) presentes em carvao, petroleo e
derivados, apresentando diferentes formas de persisténcia no ambiente dependendo da
conformacgao estrutural da molécula (Warren et al., 2003).

Nos ambientes aquaticos compostos organicos podem ser transformados em
outros compostos por um conjunto complexo de reagdes fisico-quimicas (fotdlise,
hidrdlise, oxidagao, redugao) e mecanismos biolégicos como a biodegradacao aerdbica
(Mackay et al., 1985; Warren et al., 2003; Mompelat et al., 2009). Semelhantemente aos
metais a biodisponibilidade de substancias organicas depende das condig¢des fisico-
quimicas ambientais (Akkanen et al., 2012) como a temperatura, pH, remobilizagao do
elemento por fatores naturais ou antropogénicos (Eggleton & Thomas, 2004) e suas
propriedades fisico-quimicas inerentes. Por exemplo, sua maior afinidade por lipidios
(hidrofobicidade) reflete numa maior tendéncia a associagdo aos sedimentos e, assim
estdo mais susceptiveis a ingestdo em organismos bentdnicos (Gaskell et al., 2007),
além de terem mais facilidade de absorgcao pela membrana plasmatica.

Contaminantes organicos biodisponiveis (Eggleton & Thomas, 2004) sao
absorvidos pelos organismos e, podem desencadear mecanismos internos que atuam
como agentes de biotransformagcdo gerando compostos mais hidrossoluveis e
excretaveis (Livingstone, 1998). Contudo a transformacgao em intermediarios ainda mais
reativos pode ocorrer frequentemente (Anders, 2008), os quais por sua vez podem ser
biotransformados novamente ou podem ocasionar efeitos adversos como a
desregulacéo enddcrina (Petrovic et al., 2001; Campos et al., 2019), danos no DNA (Park
& Choi, 2009, Martinez-Paz et al., 2013), bioacumulagdo principalmente em tecidos
lipofilicos (Connell, 1988; Dussault et al., 2009; Nybom et al., 2016) e no caso de
inseticidas, como os piretroides, atuando em sitios-alvo especificos no interior do inseto.

Um dos grupos organicos mais estudados quanto a toxicidade sao os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Estes compostos possuem dois ou mais anéis
aromaticos, tem origem natural ou antropica podendo ser pirogénica ou petrogénica,
ocorrem na atmosfera predominantemente na fase de vapor, ou estdo amplamente
ligados a particulas (Girardin et al., 2020). Sdo também conhecidos por seu potencial de

bioacumulagao, além de carcinogénico e mutagénico. Os vertebrados aquaticos
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metabolizam estes compostos, mas reativos intermediarios podem causar adutos de
DNA (Pampanin & Sydnes, 2013). Nos invertebrados pouco se conhece sobre a atuagao,
mas alguns estudos indicam que podem estar relacionados com mecanismos de
biotransformagao e eliminacao pela ecdise (Jgrgensen et al. 2008, Girardin et al., 2020).

Neste cenario, o sedimento é componente fundamental dos ecossistemas
aquaticos por causa do nicho fornecido para uma variedade de organismos aquaticos,
incluindo espécies economicamente relevantes sob o aspecto antrépico, bem como
espécies que desempenham um papel fundamental na cadeia alimentar (Burton et al.,
2003; Martinez-Jerénimo et al., 2008; Dornfeld et al. 2019).

Os invertebrados aquaticos séo considerados organismos modelo para testes de
toxicidade ambiental em consequéncia ao ciclo de vida relativamente curto e elevada
densidade populacional, possibilitando estabelecer a relagdo entre a presenca de
poluentes e os efeitos letais e subletais em diferentes niveis de organizag&o bioldgica
(Marinkovic et al., 2011; OECD, 2011) e do destino (metabolizagdo e acumulagao) destes
compostos (Johnson et al., 1993).

Dentre os insetos aquaticos, espécies de Chironomidae (Diptera) sdo comumente
utilizados em estudos de toxicidade associado ao sedimento. O taxon é amplamente
distribuido globalmente (Pinder, 1986), ocupando ambientes de aguas continentais,
salobras, marinhas, totalmente terrestres, suportando condicbes extremas de
temperatura e altitude (Linevich, 1971; Koshima, 1984; Edwards & Usher,1985; Hayford
et al., 1995; Ferrington, 2007). Certos grupos sao caracteristicos de ambientes tanto
Iénticos como Iéticos e podem ser o grupo mais abundante nesses ambientes (Oliver,
1971; Pinder, 1986). Estdo associados a sedimentos ricos em detritos organicos e no
caso de ambientes com elevada concentracao de efluentes, podem ser os Unicos insetos
(Trivinho-Strixino, 2011).

As larvas dos chironomideos sao importantes recicladores de matéria organica,
sao metabolicamente ativas e por isso apresentam maior nivel de repostas ao estresse
ambiental. Muitas espécies possuem a capacidade de obter o oxigénio dissolvido na
agua através da superficie do corpo e armazenar nas moléculas de hemoglobina
presentes no fluido corpéreo (hemolinfa). Sendo assim, esses organismos podem tolerar
baixas concentra¢des de oxigénio na agua (Trivinho- Strixino, 2011) e sobreviver durante
condigdes desfavoraveis (Osmulski & Leyko, 1986; Costa et al., 2008; Pillot, 2009). Outra
capacidade extraordinaria que apresentam € a metabolizacdo de xenobidticos através de

suas hemoglobinas (Weber& Vinogradov, 2001; Ha & Choi, 2008).
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Representantes do género Chironomus, como Chironomus santicaroli para as
regides neotropicais, vivem em ambientes dulciaquicolas nos estagios de ovo, larvas e
pupa, sendo os adultos alados terrestres. Os ovos sao normalmente depositados na
agua, proximo as margens, recobertos por uma matriz gelatinosa protetiva, e estao
arranjados em forma espiral, variando em quantidade. Apresentam quatro instares
larvais que se alojam no sedimento, sendo este estagio o mais longo em relagéo ao
tempo de vida do organismo. Os quatro instares larvais sao separados pelo tamanho da
capsula cefalica (Richardi et al., 2013). O estagio de pupa é breve e a caracteristica mais
proeminente neste estagio € um 6rgao respiratorio multiflamentoso e plumoso externo
denominado corno toracico, conectado diretamente com o sistema traqueal (Cranston,
1995). Quando o desenvolvimento esta completo, a pupa alcanga a superficie da agua,
onde o adulto emerge (Fig. 1). Os adultos possuem dimorfismo sexual e vivem poucos

dias, apresentam aparato bucal reduzido e néo se alimentam.

Ambiente:
terrestre

Massa
ovigera !
!

SRS

Instares larvais Sedimento

Figura 1. Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli.

As larvas de C. sancticaroli permanecem geralmente enterradas nos primeiros
centimetros do sedimento em tubos nos quais, por movimentos constantes do corpo,
conseguem realizar as trocas gasosas pela cuticula e por um sistema traqueal fechado
(Pinho, 2008). Além disso, com uma substancia pegajosa produzida pelas glandulas
salivares (Oliver, 1971) ressuspendem e capturam particulas organicas para
alimentagao.

Para compreender os impactos dos compostos quimicos na avaliagcdo da
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qualidade ambiental e nos organismos vivos € necessario ndo somente detectar a
presenca dessas substancias no ambiente, mas mensurar as interagées entre estes
quimicos e os organismos expostos (Freire et al., 2008).

Dentro dos organismos a mensuragao da bioconcentragéo e bioacumulagéo dos
compostos permite correlacionar a concentragao dos xenobidticos no organismo com os
niveis encontrados no sedimento (Kiffney & Clements, 1993). Apesar de diferentes
definicbes para os termos, a bioconcentragcado pode ser definido como a concentracao do
composto ou conjunto deles dentro do organismo resultante do contato com o meio
(Barboza et al., 2018). Ja a bioacumulagédo pode ser definida como o acumulo desses
compostos, dentro das células/tecidos apds os processos de absorcao, distribuicio,
armazenamento e excrecao (Barboza et al., 2018). Dependendo do meio de entrada,
diferentes contaminantes tendem a se acumular em diferentes tecidos. Os metais tendem
a se acumular intracelularmente em forma de granulos (Wallace et al., 2003; Cain et al.,
2004), principalmente naqueles tecidos relacionados com altas taxas de trocas ibnicas
como sistema digestério e excretor nos insetos (Seidman et al., 1986; Krantzberg &
Stokes, 1990; Craig et al., 1998; Mogren et al., 2013).

A biodisponibilidade € o fator determinante para avaliar o potencial de atuacéo
desses elementos do ambiente para o interior do organismo. Ainda que estes
contaminantes sejam absorvidos para as células, a maioria dos organismos possuem um
maquinario de proteinas citosolicas que se ligam em metais como as metalotioneinas
(Amiard et al., 2006; TouSova et al., 2016), proteinas intra e extra celulares como
ferritinas e transferrinas (Locke & Nichol, 1992) e proteinas transmembrana
transportadoras ABC (Song et al., 2014; Zhang et al., 2019) como aquelas de resisténcia
multixenobidtica (MXR) (Moreau et al.,, 2008; Saez et al., 2008)que desempenham
importante papel na eliminagdo de xenobitticos da célula. Diferengas entre estes
mecanismos podem afetar fundamentalmente a sensibilidade das espécies aos metais
(Cain et al., 2004) e sua capacidade de evitar danos dentro do organismo.

Uma forma de mensuragao de respostas bioldgicas a diferentes contaminantes é
utilizando a analise de biomarcadores. Biomarcadores sdo definidos como medidas
quantitativas de alteragdes (bioquimicas, celulares, moleculares ou mudangas
fisioloégicas nas células, fluidos corpéreos, tecidos ou 6rgaos) no sistema biolégico que
respondem a exposi¢ao de substancias xenobidticas (Rey et al., 1998; Rey et al.,1999;
Lam & Gray, 2003). Estas respostas permitem determinar o grau de impacto e identificar

os estressores ou poluentes relacionados a estes efeitos, podendo avaliar mudancgas em
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maiores niveis de organizagdo biolégica (populagdes, comunidades, ecossistemas)
(Freire et al., 2008).

Em nivel molecular, poluentes podem interferir na expressdao de genes
especificos, ligados a respostas toxicoldgicas de curto prazo que afetam a aptidéao
individual dos organismos (Lee et al., 2006). Outro mecanismo muito estudado é o dano
oxidativo em macromoléculas, como o DNA, representando uma ferramenta rapida e
sensivel ao estresse ambiental que permite determinar alteracdes estruturais do material
genético, como quebra de fita simples e fita dupla (Lee et al., 2006; Morais et al., 2014,
Vicentini et al., 2017).

As alteracdes bioquimicas podem estar associadas a interferéncia da atividade de
enzimas atuantes em diferentes vias bioquimicas como a transmissdo do impulso
nervoso, de biotransformacdo, de defesa ao estresse oxidativo, assim como
relacionadas aos danos em biomoléculas (Rakotondravelo et al., 2006; Marinkovic¢ et al.,
2011; Duran et al., 2012; Vicentini et al., 2017).

Andlises histologicas objetivam identificar alteragcdes nas células e tecidos de
orgaos-alvos (Lavarias et al., 2017), auxiliando na compreensao da fisiologia dos 6rgaos
e sistemas (Richardi et al., 2015). Assim, a expressao morfolégica da exposi¢ao a um
composto toxico pode ser integrada as mudancas bioquimicas e fisiolégicas (Lavarias et
al., 2017).

A alteracdo em menores niveis de organizagéo bioldgica pode potencialmente
desencadear alteracées em nivel populacional, como consequéncia das alteragdes no
desenvolvimento dos organismos (tamanho corporal, capacidade de realizar a muda,
reducdo da prole) e assim comprometer a sobrevivéncia da espécie em ambiente
contaminado.

Dentro dos corpos d’agua os compostos podem interagir diretamente com a biota
por ingestao e contato, ou se depositar nos sedimentos. Quando ha mais de uma fonte de
efluente alcangando o curso de agua é esperado ampla diversidade de poluentes com
seus resultados em interacdes e efeitos complexos (Magalhdes & Ferrao Filho, 2008).
Para isso, a correlagado entre o efluente e a sua toxicidade no ambiente, a partir da
aplicacao de analises multivariadas entre contaminantes ambientais, bioconcentracao e
alteracbes em biomarcadores pode ser poderoso aliado na interpretacdo dos dados,
direcionando para aquelas fontes que contribuem mais para efeitos adversos (Eagleson
et al., 1990; Dickson et al., 1992; Vieira et al., 2016; Lunardelli et al., 2018).

Neste cenario, atualmente, existe o desafio de se conhecer os efeitos toxicos de
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misturas complexas em sedimentos sobre os organismos, ocasionadas por fontes
diversas de polui¢ao, e o impacto dos xenobidticos sobre o ecossistema. Dessa forma,esta
pesquisa buscou trazer informacgdes sobre os efeitos em diferentes niveis de organizacao
biolégicas em larvas da espécie neotropical Chironomus sancticaroli expostas
subcronicamente ao sedimento proveniente de seis pontos ao longo do alto, médio e
baixo Rio Doce, que receberam os rejeitos da barragem do Fundao além de diferentes
fontes de polui¢do. Para isto a tese esta dividida em dois capitulos: Capitulo I: Multiplas
fontes de poluentes que alcangam a bacia do Rio Doce e seu impacto na biologia de
Diptera (Chironomidae) bentdnico; Capitulo Il: Alteragdes bioquimicas, moleculares e
histolégicas em Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981 (Diptera: Chironomidae)

expostos ao sedimento da bacia do Rio Doce sujeitos a complexa fonte de poluentes.

1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposig¢ao subcrénica ao sedimento da bacia do Rio Doce,
MG/ES imaturos de Chironomus sancticaroli, para estabelecer uma associagao entre

a presencga dos contaminantes e as potenciais respostas biolégicas desencadeadas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I:
- Verificar a toxicidade dos contaminantes presentes nos sedimentos de

diferentes localidades ao longo do Rio Doce em Chironomus sancticaroli através dos
parametros de sobrevivéncia larval e tempo de desenvolvimento apds exposicao
subcrénica.

- Analisar alteracdo no estagio desenvolvimento larval através da mensuracgao
do tamanho das larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao sedimento, em

bioensaio de toxicidade subcrénica.

- Averiguar a bioconcentracdo de metais biodisponiveis para as larvas de
Chironomus sancticaroli expostas ao sedimento da bacia do Rio Doce, em bioensaio
detoxicidade subcronica.

Capitulo II:

- Verificar alteracbes nas enzimas de biotransformacdo a e [ esterases e

41



glutationa S-transferase em Chironomus sancticaroli expostos de forma subcrénica aos
sedimentos de diferentes localidades da bacia do Rio Doce.

- Analisar potenciais altera¢des no sistema de defesa antioxidante através das
atividades enzimaticas da superoxido dismutase e catalase em Chironomus
sancticaroli expostos de forma subcrénica aos sedimentos de diferentes segmentos da
bacia do Rio Doce.

- Avaliar potenciais danos oxidativos em biomoléculas através da analise de
peroxidacgao lipidica e danos no DNA em Chironomus sancticaroli expostos de forma
subcrdnica aos sedimentos de diferentes localidades da bacia do Rio Doce

- Verificar potenciais efeitos neurotoxicos através da alteragdo na atividade
enzimatica da acetilcolinesterase em  Chironomus sancticaroli expostos
subcronicamente aos sedimentos de diferentes localidades da bacia do Rio Doce.

- Analisar os niveis de expresséo génica das isoformas de hemoglobina C e E,e
da metalotioneina das larvas de Chironomus sancticaroli expostas aos sedimentos da
bacia do Rio Doce, em bioensaio de toxicidade subcronica.

- Compreender a relagao entre os diferentes poluentes da bacia do Rio Doce e
as respostas causadas em biomarcadores bioquimicos e moleculares através de

analises estatisticas multivariadas

- Avaliar os efeitos histopatoldgicos no sistema digestério, corpo gorduroso e
orgaos relacionado a trocas iénicas de larvas expostas aos sedimentos da bacia do Rio
Doce.

- Analisar a associacdo dos efeitos histopatolégicos com as analises fisico-

quimicas do sedimento através de analise multivariada.

MATERIAIS E METODOS GERAIS

2.1. Caracterizacado da Bacia do Rio Doce

A bacia hidrografica do Rio Doce esta localizada no sudeste do Brasil e possui
area de drenagem de 86.715 km?, dos quais 86% est&o no Leste de Minas Gerais e 14%
no Nordeste do Espirito Santo. O rio principal da bacia é o Rio Doce e tem extensao de

879 quildmetros. Historicamente a bacia possui ampla atividade de mineragao nos
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ultimos trés séculos, vinculado principalmente a extragdo de ouro e extragcdo e
processamento do minério de ferro. Além do mais o Rio Doce atravessa centros
industriais e urbanos que possuem sistemas insuficientes de tratamento de esgoto. Em
2015 a bacia foi fortemente impactada pelo rompimento da barragem de rejeitos do
processo de extragdo de minério de ferro, Fundao, localizada em Mariana (MG) que
percorreu toda a extensao do curso principal do Rio Doce até desaguar no Oceano

Atlantico.

2.2. Amostras do sedimento do Rio Doce

Foram estabelecidos seis locais (Fig. 2) de coleta de sedimento ao longo da bacia
do Rio Doce, a jusante do ponto de ruptura da barragem do Fundao, localizados no
Estado de Minas Gerais e Espirito Santos: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga
(CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV) e Aimorés (AlIM).
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Figura 2. Mapa com a localizacdo dos seis pontos de coleta ao longo da bacia do Rio Doce. Pontos
localizados no Estado de Minas Gerais: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
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Referéncia(REF), Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: Aimorés
(AIM). No mapa esta indicado o local de ruptura da barragem fundéo em 2015 e os limites do territério dos
estados.

Os locais de coleta foram selecionados pela influéncia de diferentes impactos
antropicos nas trés regides do Rio Doce (alto, médio e baixo) e por estarem relativamente

equidistantes ao longo do percurso do rio (Tab. I)

Tabela I. Localizagdo e caracteristicas dos pontos de coleta de sedimentos ao longo da bacia do Rio Doce
de acordo com as trés regides: Alto, médio e baixo, acompanhado do nome do municipio da area de
influéncia, coordenadas geograficas e as principais atividades antropicas para cada regido da Bacia nas
proximidades do ponto de coleta.

Regiéo Pontos de coleta do Coordenadas Atividades humanas ao longo da
sedimento geograficas bacia

1- Rio Gualaxo do Norte  20°16'44.9"S Intensa atividade de mineracéo,

Alto Rio (GUA), Mariana, MG 43°25'50.2"W local em que ocorreu o rompimento

Doce » da Barragem do Funddo em

2- Reservatorio de 20°12'24.1"S Mariana, MG e reservatorio onde

Candonga (CAN), 42°52'39.7"W milhdes de metros cubicos de

Rio Doce, MG rejeito passaram para o Rio Doce.

3 — Naque (NAQ), MG 19°14'37.5"S Localizado na regido do vale do

42°19'09.1"W aco regiao onde se encontram

muitas industrias e o maior centro

Médio 4 — Local referéncia 19°01'31.0"S urbano do Rio Doce, recebendo

Rio (REF), Rio Corrente  42°09'37.3"W efluentes domésticos com baixo
Doce Grande, Periquito, MG indice de tratamento de esgoto.

5 - Governador Valadares  18°51'22.0"S O local referéncia nao sofreu

(GOV), MG 41°55'49.5"W impacto dos rejeitos de minério de

ferro com o rompimento da
barragem do Fundao.
Baixo 6 — Aimorés (AIM), ES 19°30'25.0"S Atividades relacionadas a
Rio 41°00'53.5"W agricultura e pecuaria
Doce

As coletas dos sedimentos foram realizadas nos seguintes periodos: a) No més
de julho em pontos de coleta do estado de Minas Gerais: 10/07/2019 — 20/07/2019) e
agosto: 12/08/2019 — 20/08/2019, em Aimorés no estado do Espirito Santo). As
atividades de campo foram realizadas em parceria com o Nucleo de Estudos sobre
Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica (NEPEA) da Universidade Estadual Paulista sob
supervisao do Prof. Dr. Denis Moledo de Souza Abessa.

Foram coletadas trés amostras de sedimento por ponto de coleta (500 g de
sedimento por amostra totalizando 1.500 g por ponto de coleta), a 10 m de distancia da
margem do rio e profundidade de aproximadamente até 15 cm do fundo do rio. As
amostras foram armazenadas a 4 °C até a realizacao dos bioensaios, nao ultrapassando
o periodo de 60 dias recomendado pela ABNT NBR 15.469 (ABNT, 2007) para
armazenamento de sedimento para a realizagao de ensaios de toxicidade.
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2.3. Analises quimicas

Dados das analises quimicas do sedimento (Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Pb, Sc, Ti, V, Zn, HPAs e piretroides) coletado foram obtidos por Yamamoto et al. (2023b)
e utilizados para estabelecer uma relagdo da presenga dos contaminantes inorganicos e
organicos no sedimento com as concentragbes bioacumuladas nos organismos

expostos.

2.3.1. Colbdnia de Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981 (DIPTERA:
CHIRONOMIDAE)

Os organismos utilizados nos bioensaios foram provenientes da colénia de
Chironomus sancticaroli mantida no Laboratorio de Morfologia e Fisiologia de Culicidae
e Chironomidae (LAMFIC?) (Setor de Ciéncias Biologicas/Departamento de Zoologia) em
condi¢des controladas de temperatura (25°C + 2°C) e fotoperiodo (12/12 horas), com
aeracao constante.

A criagao seguiu o protocolo de Vicentini et al. (2017), sendo mantida em dois
aquarios de vidro de 25 cm x 15 cm x 25 cm, com capacidade para 10 L, contendo
aproximadamente dois centimetros de areia e sete litros de agua. Em relagdo a agua
houve a seguinte modificagdo: de agua desclorada para agua reconstituida (Solugéo de
estoque | (1,5 g de sulfato de calcio (CaSOs4); 1000 ml agua destilada e solugéo de
estoque Il (0,2 g de cloreto de potassio (KCl); 4,8 g de carbonato de sédio (NaHCO3); 6,1
g de sulfato de magnésio (MgSO4.7H20 1000 ml agua destilada). Essa proporgao foi
ajustada para os paradmetros de dureza de 16 mg.L™!; pH entre 7,2 e 7,6 e condutividade
de 160 uS/cm.

A alimentagao foi administrada trés vezes por semana com a adigéo de 2,5 g de
ragdo canina triturada (Dog Chow®). Vouchers dos espécimes da colbnia foram
depositados na Cole¢ao Padre Jesus de Santiago Moure (DZUP) numeros de acesso
249269 a 249276.

2.4, Teste de sensibilidade da coldnia matriz Chironomus sancticaroli.
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A homogeneidade e sensibilidade das respostas da colénia de C. sancticaroli
foram determinadas utilizando o teste de sensibilidade ao KCI (Cloreto de potassio)
seguindo o protocolo de Dornfeld (2006). Um teste de sensibilidade dos imaturos de
Chironomus sancticaroli foi realizado a cada més durante os bioensaios, totalizando dois
testes nos meses de agosto e setembro de 2019.

Larvas de quarto instar foram expostas a concentragdes de 1,5 g.I''; 2,25 g.I'';3,5
g.I'"; 5,0 g.I"e 7,5 g.I'" de KClI e controle (apenas agua reconstituida), em condigbes de
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12/12 horas, por 48 horas. Os testes
foram realizados em frascos de vidro de 300 ml com volume de solugdo de 200 ml
(solucdo de KCI + agua reconstituida). Para cada concentragado foram expostas quatro
réplicas, contendo seis larvas em cada frasco, totalizando 24 larvas. No inicio do teste
foram adicionados 250 ul de racao liquida (20 g ragao de peixe triturada (Tetramim®)
para 1000 ml de agua destilada) para alimentagao. No inicio e no final de cada teste foi
realizada a leitura dos parametros de condutividade, pH e temperatura das condi¢gdes
controle e na concentragdo 7,5 g.I"" de KCI.

O resultado do teste de sensibilidade foi analisado segundo o método de Trimen
Spearman-Karber. Em média as CLso apresentaram valor de 4,34 g.L-' com coeficiente
de variacao de 25,41 %. O coeficiente de variacéo indica a padronizagdo da metodologia
e a confianga dos resultados obtidos de acordo com a Environmental Canada (1990) que

estabelece variacio ideal para o coeficiente < 30 %.

2.5. Bioensaios de toxicidade

2.5.1.Condigdes dos bioensaios

Os bioensaios de toxicidade foram realizados com base no protocolo da OECD 235
(2011) com as seguintes modificacdes: fotoperiodo de 16/8 horas claro e escuro para
12/12 horas claro e escuro. A temperatura foi mantida em 25°C + 2°C e umidade 80% +
10% (Trivinho-Strixino & Strixino, 1982).

Os bioensaios foram escalonados em dois agrupamentos, o primeiro expondo as
larvas aos sedimentos dos pontos: GUA, CAN e NAQ, o segundo aos pontos REF, GOV

e AIM. Para cada bioensaio foi utilizado um controle proprio, utilizando como substrato
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337,5 g de areia de quartzo branco (Sigma. CAS: 14808-60-7, 50-70 Mesh), 90 g de
caulinita (Farmanilquima. Lote: F 2725) e 22,5 g de turfa, sendo adicionado 700ml de

agua reconstituida.

2.5.2. Exposicao subcrodnica

Para exposigao subcrénica foi utilizado intervalo de oito dias adequado a biologia
de C. sancticaroli e de acordo com os critérios da OPPTS 850.1790 (EPA, 1996).

Para os bioensaios, massas ovigeras recém ovipostas (tempo inferir a 24 horas)
foram retiradas da col6nia matriz de C. sancticaroli e mantidas em frascos de vidro com
100 ml de agua reconstituida, em temperatura de 25°C * 1°C, fotoperiodo de12/12 horas
claro e escuro e umidade a 80% * 10%. Apds 72 horas, as larvas em instar | (Fig. 3)

foram separadas sob microscopio estereoscépio e expostas aosedimento.

Figura 3. Larva de Chironomus sancticaroli em intar I.

Os bioensaios foram realizados em aquarios de vidro (10 cm x 21 cm x 10,5 cm),
contendo 450 g de sedimento homogeneizado proveniente da bacia do Rio Doce com
adicdo de 700 mL de agua reconstituida que foram mantidas sob aeragao constante por
24 horas antes do inicio do bioensaio para estabilizagcdo do sedimento. No inicio do
bioensaio foi adicionado racado liquida (25 g racdo Tetramin®; 1000 ml de agua
destilada), proporcional ao volume final de 700 ml por aquario, os quais foram mantidos
cobertos por uma rede de malha fina e com aeracdo constante em camara de
germinacgao do tipo BOD. Para os ensaios foram expostas 300 larvas por ponto de coleta
e grupo controle, divididas em grupos de trés réplicas, cada uma com 100 individuos por

aquario, totalizando 2.400 larvas expostas (6 pontos do Rio Doce + 2 grupos controles).
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A alimentagao foi administrada com ragéo liquida, adicionando-se 0,012 mg por larvas a
cada 48 horas.

Os organismos de cada ponto amostral foram contabilizados quanto a
sobrevivéncia e estagio de desenvolvimento (larva, pupa ou adulto). As larvas das trés
réplicas de cada ponto foram unidas e aleatoriamente armazenadas dentro de
microtubos de 1,5 ml em ultra-freezer a -80°C para analises posteriores de atividade
enzimatica, danos em biomoléculas e expressao génica (n = 10 por ponto da bacia do
Rio Doce controle), bioconcentragao (n = 30 por ponto da bacia do Rio Doce e controle),
em alcool 80% para analise de desenvolvimento da capsula cefalica (n = 20 por ponto
da bacia do Rio Doce e controle) e em solugédo duboscq (24h) e alcool 70% para analises
histolégicas (n = 10 por ponto da bacia do Rio Doce e controle).

No inicio e no final de cada bioensaio os seguintes parametros fisico-quimicos da
agua foram aferidos: oxigénio dissolvido (O.D), pH, condutividade (Cond), produtos

solidos totais (TDS), salinidade (Sal) e temperatura da agua (T° agua) (Tab. II).

Tabela Il. Dados dos parametros fisico-quimicos da agua, no momento inicial e final dos bioensaios, onde foram
utilizados sedimentos dos seis pontos de coleta ao longo da bacia do Rio Doce. Controle (C). Pontos localizados no
Estado de Minas Gerais: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Rio referéncia (REF),
Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: Aimoéres (AIM).

Ponto O.D Ph Cond. (uS) TDS Sal. T° agua
(mg/L) (PPm/S)
Inicio
C 57+08 7.0+x0.3 123.2+4.5 86.8+5.3 58.8+3.5 24.7+0.0
GUA 56+00 7.0+x0.0 87142 60.9 + 3.1 411+£2.2 25.2+01
CAN 54+02 6.9%0.1 103.8+11.56 722+74 49.0+5.8 246+0.2
NAQ 54+01 6.7+0.1 95.7+0.2 67.8+1.4 456 +£0.5 259+01
C 53+1.0 6.4+0.1 191.2+71.0 1246+296 83.7+189 23.1+0.2
REF 48+03 6.6+01 111.7+£13 78.1+£0.7 53.1+0.7 22.6£0.0
GOV 50+£03 6.5+0.1 162.0+ 6.8 1116 +5.6 74229 226+0.3
AIM 50+03 6.6+0.1 134.0+3.8 96.6 +2.7 66.8 +1.7 23.1+0.2
Final

C 41+06 6901 203.6 +3.2 154.1+15.0 124.3+20.9 24.0+01
GUA 40+£03 7.4+01 293.3+34.0 190.6+36.5 190.6+36.5 23.5+01
CAN 41+04 6901 227.3+4.6 157.3+3.0 106.6 £3.2 23.1+£0.2
NAQ 35+02 7.0x0.1 210.7+10.8 148.1+10.1 98.8+5.5 23401
C 39+03 6.7x0.1 381.6+38.0 266.0+26.6 183.0+19.0 241+0.0
REF 39+02 7.0+0.0 2336+10.6 156.3+8.0 1076 £5.7 23.6+0.0
GOV 38+04 6.8+0.0 306.3+14.1 185.0+49.3 151.6+6.3 242+0.2
AIM 41+00 6.8+£01 301.6+47.8 216.0+353 141.0+245 24.0+0.0

Legenda: Oxigénio dissolvido (O.D), pH, condutividade (Cond), produtos soélidos totais (TDS), salinidade
(Sal) e temperatura da agua (T° agua)
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CAPITULO |
MULTIPLAS FONTES DE POLUENTES QUE ALCANCAM A BACIA DO RIO

DOCE E SEU IMPACTO NA BIOLOGIA DE DIPTERA (CHIRONOMIDAE)
BENTONICO
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RESUMO

Os xenobidticos que alcangam os sedimentos tem o potencial para influenciar
negativamente a diversidade de macroinvertebrados nos ecossistemas aquaticos, como
os Chironomidae (Diptera). A bacia do Rio Doce inserida no sudeste do Brasil, recebe
multiplas fontes de poluigdo como as provenientes do extrativismo mineral, agricultura,
atividades industriais e efluentes urbanos, além disso foi afetada gravemente pela ruptura
da barragem do Fundao, que armazenava milhées de metros cubicos de rejeitos de
minério de ferro. Diante da complexidade de misturas de contaminantes se torna
necessario investigar as possiveis consequéncias da exposigao subcrdonica aos
sedimentos de diferentes segmentos do Rio Doce, na biologia de larvas de Chironomus
sancticaroli. Foram realizadas coletas de sedimentos em julho e agosto de 2019 em seis
locais ao longo da bacia do Rio Doce: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN),
Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV) e Aimorés (AIM).
Imaturos de Chironomus sancticaroli foram expostos por um periodo de oito dias e apés
a exposicao foram preparadas amostras para determinacdo de bioconcentracdo de
metais inorganicos nas larvas. Foram contabilizadas a sobrevivéncia das larvas e
tamanho da capsula cefalica. Nas analises exploratorias entre os elementos quimicos e
pontos da bacia do Rio Doce foram realizadas analises de componentes principais
(PCA). A sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli apos exposi¢ao aos seis sedimentos
coletados ao longo da bacia do Rio Doce, oscilou entre 49% a 78%, o valor mais elevado
para o baixo Rio Doce e o menor no médio Rio Doce. O tempo de desenvolvimento das
larvas foi reduzido quando expostas aos sedimentos, principalmente no alto Rio Doce
onde foi observada a presenca de adultos precocemente. Elevados niveis de
concentracido de metais relacionados a atividade de mineragdo como Cd, Fe e Mn foram
encontrados nas larvas. Na analise de fator de bioconcentracédo, Cu e Zn apresentaram
maior afinidade de concentragdo no interior dos organismos. Os sedimentos dos pontos
do médio Rio Doce localizados proximos ao polo industrial e aos centros urbanos com
complexa mistura de contaminantes inorganicos e organicos ocasionaram 0s maiores
niveis letais e alteragcdes no desenvolvimento das larvas.

Palavras-chaves: Ecotoxicologia; Poluicao; Sedimento.
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ABSTRACT

The xenobiotics that reach the sediments have the potential to negatively influence the
diversity of macroinvertebrates in aquatic ecosystems, such as Chironomidae (Diptera).
The Doce River basin located in southeastern Brazil, receives multiple sources of pollution
such as those from mineral extraction, agriculture, industrial activities and urban effluents,
in addition to being seriously affected by the rupture of the Funddo dam, which stored
millions of cubic meters of iron ore tailings. Given the complexity of xenobiotic mixtures, it
is necessary to investigate the possible consequences of subchronic exposure to
sediments from different segments of the Doce River basin, on the biology of Chironomus
sancticaroli larvae. Sediment collections were carried out in July and August 2019 at six
locations along the Doce River basin: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN),
Naque (NAQ), Reference (REF), Governador Valadares (GOV) and Aimorés (AIM).
Immatures of Chironomus sancticaroli were exposed for a period of eight days and after
exposure samples were prepared to determine the bioconcentration of inorganic metals in
the larvae. Larval survival and head capsule size were recorded. In the exploratory
analyzes between the chemical elements and points of the Rio Doce basin, principal
component analyzes (PCA) were carried out. Survival of C. sancticaroli larvae after
exposure to the six sediments collected along the Doce River basin ranged from 49% to
78%, the highest value for the lower Rio Doce and the lowest in the middle Rio Doce. The
development time of the larvae was reduced when exposed to sediments, mainly in the
upper Doce River where the presence of precocious adults was observed. High levels of
concentration of metals related to mining activities such as Cd, Fe and Mn were found in
the larvae. In the bioconcentration factor analysis, Cu and Zn showed higher concentration
affinity inside the organisms. The sediments from the points of the middle Rio Doce located
close to the industrial pole and urban centers with a complex mixture of inorganic and
organic contaminants caused the highest lethal levels and alterations in the development
of the larvae.

Keywords: Ecotoxicology; Pollution; Sediment.
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1 INTRODUGAO

Multiplas fontes de poluicao advindos principalmente da descarga de efluentes
domésticos e industriais, escoamento superficial de ambientes urbanos, agricolas e de
mineragdo influenciam constantemente os ambientes naturais, como ambientes
aquaticos. Esses contaminantes sdo carreados para a calha dos rios onde escoam
superficialmente ou se depositam. Contudo, fatores ambientais ou antrépicos podem
ocasionar a ressuspenssao e redistribuicado destes compostos no sistema aquatico.

A bacia do Rio Doce inserida no sudeste do Brasil representa um sistema que
recebe diversas fontes de poluicdo como as provenientes do extrativismo mineral,
agricultura, atividades industriais e efluentes urbanos (Consércio ECOPLAN-LUME,
2010). Além disso, sofreu grandes impactos socio-ambientais ocasionados pelo
rompimento da barragem que armazenava aproximadamente 40 milhdées de metros
cubicos de rejeitos da extragdo de minérios de ferro (Fernandes et al., 2016; Carvalho et
al., 2018). Dentre os impactos, destaca-se a mortandade de animais e consideravel perda
da biodiversidade logo apds o evento e a persisténcia dos contaminantes (Gomes et al.,
2018; Ferreira et al., 2020; Passos et al., 2020; Weber et al., 2020; Mercon et al., 2021;
Mercon et al., 2022; De Almeida et al., 2023; Mouréao et al., 2023; Yamamoto et al.,
2023a).

Pesquisas registram que apds o rompimento da barragem ao longo da bacia foram
detectados altos niveis de diferentes metais e metaloides depositados no sedimento,
solo do entorno ou coluna d’agua do Rio Doce ou afluentes como aluminio, arsénio,
bario, chumbo, cobalto, cobre, crébmio, escandio, ferro, manganés, mercurio, niquel,
selénio, titdnio, vanadio e zinco (Guerra et al. 2017; Dos Reis et al., 2020; Santos et al.,
2019; Fraga et al. 2020; De Matos et al., 2022; Mulholland et al. 2022; Yamamoto et al,
2023b). Alguns dos quais excedendo os limites estabelecidos pelo CONAMA, como
arsénio e mercurio (Yamamoto et al., 2023b). Também ha presenga de contaminantes
organicos como compostos fendlicos (Ramos et al., 2021), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e piretroides (Yamamoto et al., 2023b).

A poluicdo de sedimentos € um importante fator que altera e pode reduzir a
diversidade composi¢cao de macroinvertebrados nos ecossistemas aquaticos (Bendell-
Younget al., 2000; Pettigrove & Hoffmann, 2005). Isto ocorre em decorréncia da presenca

de diferentes estressores que causam alteragdes em diferentes niveis de organizagao
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bioldgica, como os processos transcricionais (Mantilla et al., 2018) ou fisiolégicos (Silva
et al., 2021), comprometendo a homeostase e a sobrevivéncia desses organismos
aquaticos.

Dentre os macroinvertebrados bentdnicos associados ao sedimento, a espécie
Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981 € comumente utilizada como modelo
para o estudo da poluicdo aquatica no Brasil. As vantagens da espécie estdo na ampla
distribuicdo na regido neotropical, incluindo o Brasil, ocorrendo em ambientes
dulciaquicolas nos estagios de ovo, larvas e de pupa e tendo adultos alados terrestres. As
larvas apresentam quatro instares, diferenciados pelo tamanho da capsula cefélica
(Richardi et al., 2013). As larvas se alojam no sedimento, geralmente enterrados em
tubos nos quais, por movimentos constantes do corpo, conseguem realizar as trocas
gasosas pela cuticula e por um sistema traqueal fechado (Pinho, 2008). Além disso, com
uma substancia pegajosa produzida pelas glandulas salivares (Oliver, 1971) capturam
particulas organicas para alimentagdo. Tendo, portanto, papel relevante na ciclagem de
nutrientes. Uma vez que o estagio larval representa o mais longo periodo em relagdo ao
tempo de vida, a composicdo do sedimento, temperatura e o suprimento de alimento
neste ambiente podem afetar o tempo de desenvolvimento, quantidade de oviposicdes
das fémeas e o numero de geragdes (Strixino & Trivinho- Strixino, 1985; Trivinho-Strixino
& Strixino, 1989; Richardi et al., 2013).

A composig¢ao quimica do sedimento ajuda a entender quais fontes de poluigdo
impactam negativamente a bacia, além da influéncia desses compostos nos organismos
expostos. Dentre os contaminantes inorganicos, os metais biodisponiveis tendem a se
acumular intracelularmente em forma de granulos (Wallace et al., 2003; Cain et al.,
2004), principalmente naqueles tecidos relacionados com altas taxas de trocas ibnicas
como sistema digestoério e excretor (Seidman et al., 1986; Krantzberg & Stokes, 1990;
Craig et al., 1998; Mogren et al., 2013). A maioria dos trabalhos com insetos mensura a
acumulagao levando em consideragao o corpo todo (Goodyear & McNeill, 1998; Corbi et
al., 2010; Mebane et al., 2020; Veseli et al., 2022) e ha poucos estudos de bioacumulagao
intracelular nesses organismos (Cain et al., 2004; Xie et al., 2009). A bioconcentracao
por sua vez pode considerar a presen¢a dos compostos no sistema, sem considerar a
excrecao (Barboza et al., 2018). Apesar de ndo ser possivel garantir que todos os
metais presentes estavam biodisponiveis e bioacumulados intracelularmente, é possivel
hipotetizar que a presenga do composto dentro do organismo (ainda que

extracelularmente) pode apresentar implicagdes na biologia do organismo.
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Além das diversas alteragdes intracelulares, os contaminantes organicos e
inorganicos podem afetar diferentes aspectos da biologia dos chironomideos, como
alteragbes no tempo de desenvolvimento, tamanho do corpo, emergéncia de adultos,
razado sexual e quantidade de ovos (Servia et al., 2006; Langer-Jaesrich et al., 2009;
Rodrigues etal., 2015a; Rodrigues et al., 2015b, Somparn etal., 2017; Tokhun et al., 2017;
Park & Kwak 2020).

A sobrevivéncia do organismo bentdnico e consequentemente da populagao, é
desafiada quando o sistema aquatico recebe grande carga e diversidade de residuos e
substancias, gerando mistura complexa de elementos. Além da composigao fisico-
quimica do estressor ou mistura deles, a concentracdo e o tempo de exposicdo sao
fatores importantes para que estes elementos influenciem o organismo. Ambientes com
elevada complexidade de misturas de contaminantes tem o potencial de interferir em
multiplas respostas bioldgicas considerando uma maior possibilidade de vias afetadas e
as interagdes aditivas ou sinérgicas entre os compostos. Apesar da importancia, poucos
trabalhos abordam infomagdes sobre o impacto de multiplas fontes de poluicdo em C.
sancticaroli, e até o momento ndo foram realizadas investigagdes com este organismo
na bacia do Rio Doce. Diante deste cenario esta pesquisa busca compreender as
possiveis consequéncias que o sedimento de diferentes segmentos da bacia do Rio
Doce, afetados por diferentes fontes de poluicao, tem sobre componentes da biologia de

larvas de Chironomus sancticaroli.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a bioconcentracdo de metais e os efeitos letais e subletais no
desenvolvimento de Chironomus sancticaroli apés exposi¢ao subcronica ao sedimento

de diferentes segmentos da bacia do Rio Doce, MG/ES.

1.1.2 Objetivos especificos

Averiguar a bioconcentracdo de metais biodisponiveis para as larvas de

Chironomus sancticaroli expostas ao sedimento do Rio Doce, em bioensaio de toxicidade
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subcrénica.

Verificar a toxicidade dos contaminantes presentes nos sedimentos de diferentes
localidades ao longo da bacia do Rio Doce em Chironomus sancticaroli através dos
parametros de sobrevivéncia larval e tempo de desenvolvimento apds exposi¢ao
subcrénica.

Analisar alteragdes no estagio de desenvolvimento larval através da mensuragao
do tamanho das larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao sedimento, em bioensaio
de toxicidade subcrdnica.

Integracao dos dados através de analises multivariadas para estabelecerrelagbes
entre niveis de contaminacdo dos sedimentos, bioconcentracbes nas larvas e os

diferentes segmentos da bacia do Rio Doce.

2  MATERIAL E METODOS

2.1 Bioconcentracao

2.1.1 Preparo de amostras para determinacdo multielementar por
Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado individualmente (ICP
OES)

Para a analise da bioconcentracdo de metais, foram utilizadas larvas apos a
exposi¢cao subcrénica (8 dias) ao sedimento da bacia do Rio Doce e controle. As
amostras de tecido das larvas que estavam armazenadas em freezer -80 °C, foram
separadas em lotes por ponto de coleta do sedimento e controles. As amostras entéo
foram pesadas e, aproximadamente 0,19309 g (massa média de amostra pesada por
ponto de coleta; n=30) de cada amostra foi colocada em béquer de 100 mL (previamente
lavados em &cido nitrico 5% por 24 horas) adicionando em seguida 4 mL de HNO3 65%
(v/v) (Merck, Alemanha). A mistura foi levemente homogeneizada de forma manual e
levada para aquecimento em chapa a 70 °C. Cessado a liberagdo de bolhas, foi
adicionado 1 mL de H202 35% (v/v), aguardou-se novamente o término da ebulicdo e
adicionou-se mais uma aliquota de 1 mL de H202, totalizando 2 mL. Ao término da
ebulicdo, a mistura foi retirada do aquecimento e deixada esfriar a temperatura ambiente.

A solucao final foi transferida para tubo Falcon de 14 mL e completado o volume
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com agua deionizada. O frasco foi armazenado a 4 °C até a analise dos metais.

2.1.2 Analise das amostras por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado individualmente (ICP OES)

Para a presente pesquisa foram feitas analises de concentragao dos elementos
inorganicos prata (Ag), bario (Ba), calcio (Ca), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr),
cobre (Cu), ferro (Fe), potassio (K), litio (Li), magnésio (Mg), manganés (Mn), sédio (Na),
niquel (Ni), fosforo (P), chumbo (Pb), enxofre (S), selénio (Se) e zinco (Zn).

As analises foram realizadas em espectrometro de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente (ICP OES) iCAP 6500 com vista axial (Thermo Scientific). Para
o transporte das solucdes, capilares (Orange/White) 0,64 mm d.i, (Meinhard Galss

Products, (USA)). Os parametros instrumentais sao apresentados na Tabela I.

Tabela | — Valores dos pardmetros instrumentais ICP-OES para obtencdo das curvas analiticas e
quantificagcdo da bioconcentragdo dos elementos inorganicos nas larvas de Chironomus sancticaroli apos
exposicao ao sedimento da bacia do Rio Doce.

Radiofrequéncia 40 MHz
Poténcia de radiofrequéncia (RF) 1,15 kW
Vazao do gas do plasma 12,0 L min-!
Vazao do gas auxiliar 0,5 L min-t
Vazéao do gas de arraste 0,7 L min-!
Tempo de estabilizagéo 20s
Replicatas 3
Tocha Quartzo, vista axial
Ag 328,068
Ca 393,366
Cd 226,502
Co 228,616
Cr 267,716
Cu 324,754
Fe 259,940
K 766,490
Linhas analiticas (nm) ,\hlg g;g;gg
Mn 257,610
Na 589,592
Ni 221,604
P 214,914
Pb 220,353
S 182,034
Zn 213,856

As curvas analiticas foram construidas a partir de solugao padrao multielementar

de 1000 mg/L marca AccuStard, (New Haven, USA) contendo Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd,
68



Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl e Zn, e solu¢des padrdao monoelementares
de 1000 mg/L marca AccuStard, (New Haven, USA) contendo S e P. A faixa de
concentragdo da curva analitica foi entre 1,0 e 6000 mg/L em meio de HNO3 4% (v/v).
Todas as curvas analiticas apresentaram coeficiente de correlacdo superior a 0,99 (Fig.
1).

O limite de quantificacédo (LOQ) para os elementos analisados foi calculado
segundo preconizado pela ANVISA, sendo o LOQ 10 vezes o desvio padrao das medidas
do branco analitico (n = 7) dividido pelo valor da inclinagédo da reta (coeficiente angular)
para cada elemento. Para Cd, Cr, Cu, Fe, Li e Mn o LOQ foi de 1,0 ug L -!, para Ag, Co,
K, Mg, Na, Ni, P, Pb e Zn foide 10 ug L -'e para Cae S 100ug L .

O limite superior na faixa da curva de calibragdo para o Ca e Li foi até 2000 pg/L,
para os demais elementos, o limite superior da curva foi de 6000 ug/L. Todos os valores
de concentragcdo das amostras que estavam acima desses limites, foram realizadas
novas leituras das amostras diluidas (100x) para o calculo final (Controles: Ca, K, Na, P,
S e Se; GUA: Fe, Ke Na; Can: Fe e K; NAQ: Ca, Fe, K, Na, P, S e Se; REF: K, Na, P e
S; GOV: Fe, K, Na, P e S; AIM: Fe, K, Na, P, S e Se).

Para obter a concentragdo final de cada elemento (mg/g de animal),
primeiramente foi calculada a concentracdo do elemento no tubo falcon (concentragdo
do elemento no ICP*14mL/1000 mL), e depois calculada a concentracdo do elemento por
massa de larvas (mg de elemento em 14 mL*1g/massa de amostra de larvas no falcon).
Para as amostras diluidas consideradas, a concentracdo do elemento no ICP foi

multiplicada por 100x antes de efetuar o primeiro calculo.
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Figura 1. Curvas analiticas dos elementos analisados no ICP-OES
2.2  Parametros biolégicos

2.2.1 Sobrevivéncia

Ao final do periodo de exposi¢ao aos sedimentos, foram contabilizadas as taxas de
sobrevivéncia das réplicas de cada tratamento e seus respectivos controles (n inicial =
100 larvas em cada réplica de cada ponto e controles). A sobrevivéncia das larvas e
pupas foi verificada pela auséncia de atividade locomotora ao serem estimulados pela
movimentagao do sedimento e agua ao entorno com uma pipeta. Os adultos que ficaram

71



aprisionados em tela (voil com elastico) mantida em cada um dosaquarios, foram

capturados por aspiragao e contabilizados.

2.2.2 Tamanho da capsula cefalica

O desenvolvimento das larvas foi avaliado em microscépio 6ptico mensurando o
tamanho da capsula cefalica, apds a exposi¢ao subcrénica (8 dias) ao sedimento do Rio
Doce. Foram avaliadas 20 capsulas cefalicas por ponto de coleta e grupo controle, de
larvas de quarto instar. Apds os bioensaios, as larvas ainda vivas foram armazenadas
em etanol 80% para preservagao do organismo. Posteriormente, as capsulas cefalicas
foram fotografadas em vista ventral em microscopio estereoscépio com camera acoplada
em aumento de 100x. Foram tomadas as seguintes medidas: comprimento da regiao da
base da capsula até a ponta do dente trifido (Fig. 2), utilizando o programa Axion vision
SE64. O comprimento também foi utilizado para determinar o instar dos organismos,
seguindo as medidas estabelecidas por Strixino & Strixino (1985) (Richardi et al., 2013)
para C. sancticaroli.

Figura 2. Imagem em vista ventral da capsula cefalica com indicacdo dos marcos para obtencdo das
seguintes medidas: comprimento da regido da base da capsula até a ponta do dente trifido (linha vermelha)
para medigao do desenvolvimento das larvas de quarto instar.
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2.3  Analise dos dados

A concentracao de cada elemento bioacumulado pelo organismo foi calculada

segundo a formula:

valor da leitura* diluigdo*volume da solugao

[C] =

massa

Para indicar o grau de afinidade de um poluente a organismos vivos (Isnard &

Lambert, 1988) foi feita a analise do Fator de bioconcentragao (FBC), segundo a razao:

[lorganismo
FBC = *oroanime
[C]sedimento

Para analise exploratéria entre os elementos quimicos (artigo de dados de
Yamamoto et al., 2023b) e pontos da bacia do Rio Doce foram realizadas analises de
componentes principais (PCA) para a variagao espacial da bioconcentragdo em relagao
aos pontos da bacia do Rio Doce e a regidao da bacia em que o ponto esta localizado
(alto: Gualaxo do Norte (GUA) e Candonga (CAN); médio: Naque (NAQ), Referéncia
(REF) e Governador Valadares (GOV) e baixo: Aimores (AIM), além dados quimicos do
sedimento (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), piretréides, metais,
integracao de todos os dados e matéria organica) em relagéo aos pontos da bacia do Rio
Doce utilizando os pacotes Vegan, FactoMineR, Factoextra, Factoshiny e ggplot2, no
software RStudio 4.2.1. Para determinar os eixos importantes das PCAs foi utilizado o
Método de Broken Stick. Para analise de correlagdo dos elementos inorganicos no
sedimento e no organismo foram feitas analises de correlacdo de Spearman
considerando o valor de R para determinar a correlagao.

Para a analise dos parametros biolégicos, os dados foram analisados previamente
quanto a homocedasticidade (teste de Levene) e normalidade (teste de Shapiro-Wilk).
Para dados normais (taxa de sobrevivéncia) foi realizado o teste de ANOVA < 0,05 com
aposteriori de Tukey. Para analise comparativa dos dados nao paramétricos (tamanho
das capsulas cefalicas) foi realizado o teste de Kruskal Wallis p < 0,05, com aposteriori

de Dunn’s, uma vez que os dados ndo assumiram os pressupostos de normalidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Bioconcentracao

Os individuos expostos aos sedimentos de GUA foram os que apresentaram os
niveis mais elevados de bario (Ba), ferro (Fe) e manganés (Mn). Os niveis de Ba (15,95
Mg.g-1) e Mn (379,50 pg.g-1) detectados em GUA superaram mais de 15 e 132 vezes,
respectivamente, os niveis detectados nos controles. Por outro lado, cromo (Cr) e cobre
(Cu) estiveram presentes em maior concentragéo no ponto CAN (3,33 ug.g-1 e 8,02 ug.g-
1 respectivamente) e chumbo (Pb) somente foi detectado nos individuos expostos ao
sedimento de NAQ. Litio (Li) foi detectado nos individuos expostos a todos os sedimentos
exceto no ponto REF e nos controles. Enxofre (S) foi detectado em maior quantidade nos

pontos do médio e baixo Rio Doce (Fig. 3).
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Figura 3. Concentragéo por grama de larvas dos elementos quimicos inorganicos dentro dos organismos.

Os unicos elementos que apresentaram maiores niveis nos controles em relacao
aos tratamentos foram o zinco (Zn) e fésforo (P).

Em relacéo a analise do fator de bioconcentragcdo dos metais Cd, Cr, Cu, Fe, Mn,
Pb, Zn nas larvas em razdo dos mesmos elementos encontrados no sedimento, foi
possivel observar que os elementos Cu e Zn foram os que apresentaram maior fator de
bioconcentragdo dentro dos organismos. O ponto AIM apresentou maior fator de
bioconcentragédo para a maioria dos elementos. A presenca de chumbo bioconcentrado

ocorreu apenas nas larvas expostas ao sedimento do ponto NAQ (Tab. II).

Tabela II. Fator de bioconcentragéo (FBC) de metais pesados em larvas de Chironomus sancticaroli.

Pontos Cd Cr Cu Fe Mn Pb Zn

GUA 0.0410 0.1346 0.2745 0.0066 0.0333 0.0000 0.3529
CAN 0.1608 0.1184 0.3485 0.0229 0.0419 0.0000 0.4232
NAQ 0.1351 0.0589 0.3883 0.0199 0.0511 0.0798 0.2839
REF 0.0000 0.0548 0.1474 0.0031 0.0128 0.0000 0.1729
GOV 0.0665 0.0476 0.1147 0.0100 0.0757 0.0000 0.1568
AlM 0.2443  0.0990 0.4348 0.0223 0.1070 0.0000 0.6678

A PCA explicou 49,5% da variacdo dos dados no primeiro componente principal
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(Dim1) para os elementos inorganicos bioconcentrados em relagao aos pontos de coleta
dos sedimentos (Fig. 4 e 5), incluindo os controles, seguido por 19,8% da variagdo dos
dados para o segundo componente. O primeiro componente aponta uma relagcao entre os
scores mais negativos dos controles com os niveis de Zn e P, enquanto o ponto GUA
apresentou maior relagédo com os niveis de Ba, K, Mn e Se, e por fim o ponto CAN indicou
maior associagdo com Cu e Li. Os pontos do médio Rio Doce apresentaram maiores

associagdes com S e Ca (Tabs. S1 e S2).

PCA - Biplot
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Figura 4. PCA dos dados da bioconcentracdo dos contaminantes inorgénicos detectados nas larvas
expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce, por ponto de coleta. Pontos localizados no Estado de
Minas Gerais: 2 = Gualaxo do Norte (GUA), 3 = UHE Candonga (CAN), 4 = Naque (NAQ), 6 = Referéncia
(REF), 7 = Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 8 = Aimorés (AIM).
1 e 5 = Controles (C).
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Figura 5. PCA dos dados da bioconcentracdo dos contaminantes inorganicos detectados nas larvas
expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce, com amostras agrupadas por regido da bacia
hidrografica do Rio Doce. Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e
Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 8 = Aimorés (AIM). 1 e 5
= Controles (C).

3.2 Quimica do sedimento

3.2.1 Analises multivariadas

Os contaminantes inorganicos foram explicados na PCA por 54,4% da variagao dos
dados no primeiro componente principal (Dim1) e 24,9% no segundo componente
principal (Dim2). O primeiro componente principal separou as variaveis em loadings
negativos para os contaminantes quimicos Mn, Fe, As, Hg e Cd relacionados ao ponto
GUA, enquanto Cr, V, Sc, Ti, Al apresentaram loadings positivas e relacdo aos pontos
REF e GOV (Fig. 6). O segundo componente principal apresentou apenas loadings
positivos para as variaveis, permitindo discriminar os locais com maiores concentracdes
de contaminantes inorganicos (GUA do alto Rio Doce, REF e GOV do médio Rio Doce)
do que aqueles com menos contaminantes (baixo Rio Doce) (Tabs S3 e S4).

A PCA para os contaminantes organicos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) no sedimento explicou 66,0% da variagdo dos dados no primeiro componente
principal (Dim1), seguido por 13,3% da variagao dos dados para o segundo componente.

Os locais do médio Rio Doce (NAQ e GOV) apresentaram os maiores niveis (Yamamoto
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et al., 2023) da maioria dos contaminantes, exceto X2MNaf que se encontrou em maiores
niveis em REF do médio Rio Doce, e X1MNaf e Naf nos pontos do alto Rio Doce (Fig. 7;
Tabs.S5 e S6).

Para os contaminantes organicos piretréides (Permetrina, Ciflutrina, Cipermetrina,
Deltametrina e Bifentrina) a PCA explicou 62,7% da variagdo dos dados no primeiro
componente principal (Dim1) e 16,6% no segundo componente principal (Dim2). Os
pontos CAN e NAQ apresentaram maior nivel de CYP e GOV apresentou todos os
piretréides em sua amostra, sendo CYF e BIF em maior quantidade (Fig. 8;Tabs. S7 e
S8).

Plotando todos os elementos e os valores de matéria organica, a PCA explicou
46,3% da variagédo dos dados no primeiro componente principal (Dim1) e 22,6% no
segundo componente principal (Dim2). E possivel observar que os pontos do médio Rio
Doce estiveram sobre influéncia da maior parte dos quimicos organicos avaliados no
sedimento, sendo também os pontos REF e GOV que apresentaram maiores valores de

matéria organica (Fig. 9; Tabs. S9 e S10).
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Figura 6. PCA dos metais e metaldides detectados nos sedimentos da bacia do Rio Doce em relagdo aos
pontos de coleta dos sedimentos. Pontos localizados no Estado de Minas Gerais: 1 = Gualaxo do Norte
(GUA), 2 = UHE Candonga (CAN), 3 = Naque (NAQ), 4 = Referéncia (REF), 5 = Governador Valadares
(GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 6 = Aimorés (AIM).
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Figura 7. PCA dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos detectados nos sedimentos da bacia do Rio
Doce em relagao aos pontos de coleta dos sedimentos. Pontos localizados no Estado de Minas Gerais: 1
Gualaxo do Norte (GUA), 2 = UHE Candonga (CAN), 3 = Naque (NAQ), 4 = Referéncia (REF), 5
Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 6 = Aimorés (AIM).
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Figura 8. PCA dos piretroides detectados nos sedimentos da bacia do Rio Doce em relagdo aos pontos de
coleta dos sedimentos. Pontos localizados no Estado de Minas Gerais: 1 = Gualaxo do Norte (GUA), 2 =
UHE Candonga (CAN), 3 = Naque (NAQ), 4 = Referéncia (REF), 5 = Governador Valadares (GOV). Ponto
localizado no Estado do Espirito Santo: 6 = Aimorés (AIM).
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Figura 9. PCA de todos os elementos quimicos (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, piretroides,
metais e metaloides) e matéria organica detectados nos sedimentos da bacia do Rio Doce em relagao
aos pontos de coleta dos sedimentos. Pontos localizados no Estado de Minas Gerais: 1 = Gualaxo do
Norte (GUA), 2 = UHE Candonga (CAN), 3 = Naque (NAQ), 4 = Referéncia (REF), 5 = Governador
Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 6 = Aimorés (AlM)

A maioria dos metais detectados nos sedimentos apresentaram correlagao
negativa com os metais bioconcentrados nas larvas (Fig. 10). Entre os mesmos metais,

Cd e Mn apresentaram correlagao positiva de presencga no sedimento e bioconcentragao.
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Figura 10. Correlagdo de Spearman (rs) bioconcentragao de metais nas larvas, representados entre
colchetes [ ], e a concentragado de metais no sedimento,nomenclaturas sem colchetes
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3.3  Parametros biolégicos

3.3.1. Sobrevivéncia e estagio de desenvolvimento

Em relacdo a taxa de sobrevivéncia ao final do bioensaio, houve diferenga
significativa para os tratamentos. Em relagdo aos controles, ndao houve diferenca
significativa (p=1,0). Foi possivel observar menor sobrevivéncia para os individuos dos
pontos do médio Rio Doce, principalmente para o ponto REF (49% + 16,16, p=0,009),
seguido por NAQ (55% £ 16,80, p=0,039). Do alto Rio Doce, GUA teve menor taxa de
sobrevivéncia (63% * 14,73) do que CAN (65% * 6,65), porém a diferenca entre eles nao

foi significativa (Fig.11).
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Figura 11. Sobrevivéncia de Chironomus sancticaroli apds exposi¢cao subcrbnica a seis sedimentos
coletados ao longo da bacia do Rio Doce no periodo de 10/07/2019 a 20/08/2019. Controle (C). Pontos do
alto Rio Doce: Rio Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN). Pontos do médio Rio Doce: Naque
(NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV). Ponto do baixo Rio Doce: Aiméres (AIM). * =
pontos que apresentaram diferenca significativa no teste a posteriori de Tukey (p<0,05).

Para a média percentual da sobrevivéncia por trecho do rio, observou-se
sobrevivéncia de 87% dos organismos controles, enquanto nos segmentos, alto, médio
e baixo do Rio Doce as taxas foram de 63,83%, 54,00% e 78,00% respectivamente (Fig.
12), sendo significativamente menores em relagdo ao controle para as regides do médio
(p=0,004) e alto (p=0,0004) Rio Doce.
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Figura 12. Sobrevivéncia de Chironomus sancticaroli apds exposi¢ao subcronica aos sedimentos
coletados no alto, médio e baixo Rio Doce no inverno de 2019 e controles. Controle (C). Pontos do alto Rio
Doce: Rio Gualaxo do Norte e Reservatério de Candonga. Pontos do médio Rio Doce: Naque, Referéncia
e Governador Valadares. Ponto do baixo Rio Doce: Aiméres. * = pontos que apresentaram diferenga
significativa no teste a posteriori de Tukey (P<0,05).

Analisando o periodo de duragao do estagio larval, observou-se precocemente a
presenca de estagios mais avangados (pupas e adultos) nas larvas expostas aos
sedimentos da bacia do Rio Doce, enquanto todos os organismos no grupo controle
estavam no estagio larval ao final da exposi¢cdo. Em todos os pontos e exposi¢do aos
sedimentos da bacia do Rio Doce os imaturos atingiram o estagio de pupa, entre 0,6% e
9,3%. Em apenas um ponto do alto Rio Doce (CAN) foi registrada a presenca de adultos
em percentual igual a 2,6% (Fig. 13).

Em relacédo as regides da bacia do Rio Doce, em todas as larvas atingiram o
estagio de pupa apos a exposi¢ao aos sedimentos, sendo 2,6% dos individuos no alto Rio
Doce, 6,78% dos individuos do médio, e 2,3% do baixo. A emergéncia em adultos ocorreu
em 1,33% dos individuos do alto Rio Doce. No controle todos os individuos

permaneceram em estagio de larva (Fig. 14).
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Figura 13. Porcentagem de estagio de desenvolvimento (larvas, pupas e adultos) ao final da exposic¢ao (oito
dias) de Chironomus sancticaroli ao sedimento de diferentes pontos ao longo da bacia do Rio Doce.
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Figura 14. Porcentagem de estagio de desenvolvimento (larvas, pupas e adultos) ao final da exposicao(oito
dias) de Chironomus sancticaroli ao sedimento do alto, médio e baixo Rio Doce. Controle (C). Pontos do
alto Rio Doce: Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Pontos do médio Rio Doce: Naque, Referéncia e
Governador Valadares. Ponto do baixo Rio Doce: Aiméres.
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3.3.2. Tamanho da capsula cefalica

Os valores minimos e maximos da capsula cefalica obtidos por pontos de coleta e
grupos controles, apds exposigao subcronica (oito dias) aos sedimentos estado dispostos
na Tabela lll. Todos os individuos analisados se encontravam no estagio de quarto instar.
O ponto NAQ apresentou redugdo média significativa (Kruskal Wallis p < 0,05, com
aposteriori de Dunn’s) no tamanho da capsula cefalica em relagdo aos demais pontos,

exceto com o ponto AIM (Fig. 15).

Tabela Ill. Valores minimos e maximos do comprimento da capsula cefalica (mm) de larvas de quarto instar
de C. sancticaroli ap6s exposicao subcronica (oito dias), aos sedimentos de seis localidades ao longo da
bacia do Rio Doce. Controle (C). Pontos do alto Rio Doce: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN).
Pontos do médio Rio Doce: Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV). Ponto do
baixo Rio Doce: Aimorés (AIM).

Comprimento da capsula cefalica (mm)

Ponto de coletado 4° instar Maximo —
sedimento Minimo
C 0,322-0,272 a
GUA 0,317-0,270 a
CAN 0,315-0,263 a
NAQ 0,313-0,267 b
C 0,320-0,280 a
REF 0,318-0,278 a
GOV 0,322-0,281 a
AIM 0,316-0,279 ab
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Figura 15. Média, valores minimos e maximos do comprimento da capsula cefalica (mm) de larvas de
quarto instar de Chironomus sancticaroli apds exposi¢cao subcrdnica (oito dias), em substratos de seis
localidades ao longo da bacia do Rio Doce. Controle (C). Pontos do alto Rio Doce: Gualaxo do Norte
(GUA), UHE Candonga (CAN). Pontos do médio Rio Doce: Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador
Valadares (GOV). Pontos do baixo Rio Doce: Aimoéres (AIM). Letras diferentes indicam diferenca
significativa para o teste a posteriori de Dunn’s (p<0,05)
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3.3.3.  Analises multivariadas

Plotando os compostos quimicos analisados no sedimento e os parametros
bioldgicos, a PCA explicou 44,04% da variagdo dos dados no primeiro componente
principal (Dim1), 23,03% no segundo componente principal (Dim2) e 14.81% no terceiro
componente principal. O primeiro componente principal apresentou loadings positivos
para todos os contaminantes organicos, exceto X2MNaf, X1MNaf e Naf, permitindo
discriminar os locais com maiores concentragdes de contaminantes organicos no médio
Rio Doce. Os loadings negativos agruparam As, Cd, Fe, Hg e Mn aos pontos do alto Rio
Doce, maior sobrevivéncia e larvas em AIM e presenga de adultos em CAN. O segundo
componente principal apresentou relagao entre os contaminantes Pb, Ti, Sc, Al, Zn, DEL,
Per, matéria organica e estagio de pupa relacionados a REF e GOV (Fig. 16, Tabs. S11
e S12).
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Figura 16. PCA de todos os elementos quimicos (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, piretroides,
metais e metaloides) e matéria orgénica detectados nos sedimentos da bacia do Rio Doce e os parametros
biolégicos (sobrevivéncia, larvas, pupas e adultos) em relagdo aos pontos de coleta dos sedimentos.
Pontos do alto Rio Doce: 1 = Gualaxo do Norte (GUA), 2 = UHE Candonga (CAN). Pontosdo médio Rio
Doce: 3 =Naque (NAQ), 4 = Referéncia (REF), 5 = Governador Valadares (GOV). Pontodo baixo Rio Doce:
6 = Aimorés (AIM).

Plotando os metais bioconcentrados nas larvas e os paréametros biologicos, a PCA

explicou 40,13% da variagdo dos dados no primeiro componente principal (Dim1)e
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22,62% no segundo componente principal (Dim2). O primeiro componente principal
apresentou loadings positivos para a maioria dos metais bioconcentrados, os pontos do
alto Rio Doce (GUA e CAN) e o ponto NAQ no médio Rio Doce. O segundo componente
principal apresentou relacdo entre os metais bioconcentrados Cu, Cd e presenca de
adultos para NAQ, e Ba, Se e Mn com presencga de larvas em GUA (Fig.17; Tabs. S13 e
S14).
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Figura 17. PCA de metais bioconcentrados nas larvas e os parametros biolégicos (sobrevivéncia, larvas,
pupas, adulto) em relagéo aos pontos de coleta dos sedimentos. Pontos localizados no Estado de Minas
Gerais: 1 = Gualaxo do Norte (GUA), 2 = UHE Candonga (CAN), 3 = Naque (NAQ), 4 = Referéncia
(REF), 5 = Governador Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: 6
= Aimorés (AIM).

4 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a exposicao aos sedimentos contendo misturas
complexas de contaminantes, relacionadas principalmente as regides do alto e médio Rio
Doce, afetaram significativamente o desenvolvimento e sobrevivéncia dos chironomideos.
Nestes segmentos da bacia as atividades econdmicas incluem principalmente a
mineragdo, a industria, agricultura e presengca de centros urbanos, as quais
provavelmente estéo relacionadas com os efeitos observados.

As analises multivariadas demonstraram a influéncia dos elementos inorganicos
no sedimento do alto Rio Doce, como Hg, Mn, As, Fe e Cd, e na bioconcentracdo dos
metais Ba, Cd, Fe, Li, Cu e Mn nas larvas. Altos niveis de metais neste segmento do rio

sdo corroborados por diversas pesquisas vinculados a fatores geoldgicos naturais e
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antropicos, como a intensa atividade de mineragao na regiao e pelo rompimento da
Barragem do fundéao (Santolin et al., 2015; Carvalho et al., 2017; Guerra et al., 2017; Dos
Reis et al., 2020; Ferreira et al., 2020; Macédo et al., 2020; Weber et al., 2020). No médio
Rio Doce, em GOV destacou-se apresencga de Cr, Cd, Li, e S bioconcentradas dentro
das larvas, assim como o ponto NAQ onde apresentaram os maiores niveis de
concentragao de Cd, Ca, Cr, Cu, Fe, Pb e S, provavelmente relacionados as atividades
industriais e urbanas regionais, além da influéncia da mineragdo. Outros trabalhos
relataram a presenca de diferentes metais como Fe, Al, Mn, Cu, Cd, Pb e As (Quadra et
al., 2018; Vasconcelos-Teixeira et al., 2021; Santos et al., 2022; Pauly et al., 2023) neste
segmento do rio, e a interferéncia dos mesmos em diferentes organismos.

Niveis elevados de As, Fe e Mn no sedimento podem ser inicialmente atribuidos a
sua presenca natural em depdsitos minerais caracteristicos da regido do quadrilafero
ferrifero (Lobato et al., 2001; Borba et al., 2003). Estes niveis foram intensificados com a
descarga de residuos de atividade histérica de extracdo de minérios de ouro e ferro
(Costa et al., 2003; Rodrigues et al., 2014; Cagnin et al., 2017). Similarmente, os niveis
elevados de mercurio séo relacionados as atividades de extragao de ouro (Cesar et al.,
2011; Da Penha et al., 2018). Apesar da presencga pré-desastre, o aumento do nivel de
enriquecimento de alguns elementos inorganicos pode ser um indicativo da influéncia do
rompimento da barragem do Funddo, onde o fluxo de rejeito de mineragdo causou
remobilizacdo e redeposicdo de sedimentos aluviais, trazendo e redistribuindo
sedimentos e contaminantes (Htje et al., 2017; Duarte et al., 2020).

Nas larvas expostas aos sedimentos em todos os pontos da bacia do Rio Doce
houve reducio de bioconcentracdo do Zn e P em relacéo aos controles. Estudos indicam
a acao protetiva de Zn, reduzindo a toxicidade quando em conjunto com outros
elementos como Cu (Clements, 2004; Clements et al., 2013). Portanto, a reducéo da
concentracao do elemento, como observado na presente pesquisa, pode implicar em
uma maior toxicidade por metais. Apesar disso, ndo é possivel afirmar que a
concentracdo desses metais detectadas no organismo todo reflita a absorgcéo destes
contaminantes. Isto se deve ao fato dos niveis de metais tracos no conteudo intestinal
de animais, como os chironomideos, poderem representar até mais da metade da
quantidade total de metal contida em seu corpo, além da acumulagdo no exoesqueleto,
o qual é eliminado pela muda ou excregado (Smock, 1983; Chapman, 1985; Gower &
Darlington, 1990; Hare, 1992; Inza et al., 2001; Martin et al., 2008), ndo permitindo atribuir

a concentracdo a bioacumulagdo. Além disso fatores como a biodisponibilidade dos
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metais e a competicdo de ions metalicos livres para se ligar aos sitios bioticos ligantes,
como enzimas de transporte de metais essenciais, influenciam na entrada desses
elementos no organismo e a toxicidade (Amiard et al., 2006; Wang & Rainbow, 2013;
Wang, 2013; Ardestani et al., 2015; De Paiva Magalhaes et al., 2015).

Os sedimentos foram coletados durante o inverno (periodo seco), que representa
um importante fator ambiental que influencia significativamente na distribuicdo e
biodisponibilidade dos contaminantes da regido. De acordo com Yamamoto et al.,
(2023b) os niveis dos contaminantes inorganicos no sedimento em 2019 foram maiores
no inverno devido a uma menor ressuspensao do sedimento durante o periodo da seca,
onde a menor taxa de pluviosidade esta relacionada a reducéo do fluxo do rio. Maiores
niveis de metais nos sedimentos na estacdo seca em 2018 e 2019 também foram
observados no estuario da mesma bacia por Maraschi et al. (2022). No baixo Rio Doce,
Mercon et al. (2022) nao observaram diferenca na concentracao de Al, Cr, Fe e Mn na
agua entre as estagdes nos anos de 2018 e 2019, mas Pb teve maior concentragdo na
agua na estacdo chuvosa. Influenciado pela mesma bacia, Rocha et al. (2022) também
encontraram maiores niveis de metais (em tecidos de zooplancton) na estagéo chuvosa.
Entre os contaminantes organicos, Silva et al. (2018) encontraram maiores concentragdes
de demanda bioquimica de oxigénio na estagao seca o qual relacionaram ao langamento
ocasional de esgoto altamente concentrado e sua menor diluigado nos recursos hidricos.

Assim como o alto Rio Doce ¢ influenciado por elevadas concentragdes de metais
e metaloides, no médio Rio Doce ha maior quantidade de contaminantes organicos como
HPAs e uma parte dos metais, principalmente nos pontos NAQ e GOV que recebem
descargas de efluentes industriais e domésticos. Os HPAs sdo compostos quimicos de
maior hidrofobicidade que em geral tém uma alta afinidade com a matéria organica no
sedimento (Honda & Suzuki, 2020), e capacidade de ultrapassarem barreiras bioldgicas
lipofilicas como a membrana plasmatica (Holmstrup et al., 2014). Invertebrados tém
reduzida capacidade de metabolizar estas substancias, e consequentemente tendem a
apresentar concentragdes relativamente mais altas de HPAs no corpo em comparagao
com os vertebrados (Thomann & Komlos, 1999; |kenaka et al., 2008; Dwiyitno et al.,
2016).

Apesar de diversas pesquisas relatarem a composi¢cao fisico-quimica e
contaminagao na bacia do Rio Doce, principalmente relacionado a presencga de metais,
poucos trabalhos abordam a presenca e respostas bioldégicas relacionados a

contaminantes organicos (Lima et al., 2015; Ramos et al., 2021; De Souza et al., 2022;
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Longhini et al., 2022; Yamamoto et al., 2022a, b, 2023a) e nenhum com respostas de
exposigcao com insetos bentbnicos (Tab. S15).

Larvas expostas aos sedimentos do alto e médio Rio Doce apresentaram
mortalidade significativa, sendo as larvas expostas aos pontos do médio Rio Doce as
que apresentaram maior mortalidade. Mortalidade em organismos expostos aos metais
do alto Rio Doce, em exposi¢ao prolongada, foi observado também em girinos (Girotto et
al., 2020). Contudo, para a maioria dos trabalhos, a exposi¢do aguda aos contaminantes
presentes na bacia do Rio Doce ndo ocasionou mortalidade significativa em peixes
(Gomes et al., 2018; Passos et al., 2020; Yamamoto et al., 2022b).

A mortalidade significativa observada nesta investigagao pode ser explicada pelo
habito alimentar detritivoro e benténico dos chironomideos que estdo em contato com os
contaminantes depositados e concentrados no sedimento. Neste compartimento foi
detectada elevada diversidade e concentracdo de compostos téxicos inorganicos e
organicos nos pontos avaliados ao longo da bacia do Rio Doce. A ressuspensao das
particulas do sedimento, por acao das larvas, pode influenciar na biodisponibilidade dos
diferentes compostos quimicos nos ambientes aquaticos. Além disso, o tempo de
exposicdo na maioria das pesquisas realizadas com outros organismos que n&o
apresentaram alteracao na letalidade, enfatizam a importancia de trabalhos de exposi¢cao
subcrdnicos e cronicos para detecgao de efeitos (Gomes et al., 2018; Passos et al., 2020;
Girotto et al., 2020; Yamamoto et al., 2022b).

Com relagao aos estagios de desenvolvimento das larvas, é importante destacar
o desenvolvimento de pupa observado nos organismos expostos aos sedimentos do Rio
Doce, quando comparados aos controles. Segundo Richardi. et al. (2013), o
desenvolvimento de pupa, em C. sancticaroli proveniente da mesma colénia matriz,
ocorre a partir do 12 dia, tendo este estagio duragcdo de dois dias. Portanto,
comparativamente entre os dois trabalhos em condi¢gdes experimentais similares, houve
uma reducdo da duragao do periodo larval de pelo menos 4 dias para aqueles que
estavam em estagio de pupa e pelo menos 6 dias para os adultos. Nao ha relatos do
adiantamento no processo de desenvolvimento em chironomideos expostos a
contaminantes. Em exposicdo a metais, pesquisas relataram a redugao do crescimento
larval e atraso na emergéncia de adultos (Kranztberg & Stokes, 1989; Martinez et al.,
2004; Servia et al., 2006; Muscatello & Liber, 2009; Park & Kwak, 2020).

Neste cenario levantamos duas hipoteses sobre o adiantamento do

desenvolvimento: elevada disponibilidade de alimentagao proporcionado pelo sedimento
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ou estresse induzindo alteragdo hormonal. Para a primeira hipotese, a presenca de
matéria organica esta associada aos sedimentos provenientes da bacia do Rio Doce
(Yamamoto et al., 2023b), diferente do sedimento controle que ndo possuia fonte de
nutricdo extra. No ponto REF foi detectado elevado valor de matéria organica, seguido
pelo ponto GOV, assim como os demais pontos, ainda que em menor quantidade. A
presenca da matéria organica pode ter influenciado no desenvolvimento precoce de
pupas, ja que recursos alimentares influenciam no tempo de desenvolvimento (Strixino
& Trivinho-Strixino, 1985; Trivinho-Strixino & Strixino, 1989) e o estado nutricional
desencadeia decisées metabdlicas de crescimento e metamorfose (Johnson et al.,
2014). Por outro lado, a redugao do tempo também pode ter sido desencadeada por
stress e alteragcbes hormonais potencialmente relacionadas a exposicdo aos
contaminantes, uma vez que os pontos de alto Rio Doce apresentam baixo teor de matéria
organica e a emergénciade adultos.

Nos insetos, o corpo gorduroso detecta, coordena e integra multiplos sinais
hormonais e nutricionais, sendo, portanto, o o6orgado central para regular o
desenvolvimento da pupa e a formagao do adulto (Shingleton, 2005; King-Jones &
Thummel, 2005). Este desenvolvimento e a metamorfose dos insetos s&o regulados por
trés grupos de sinais: (1) Ecd e JH; (2) insulina e AKH; (3) nutrientes e tensdes.

Em insetos, a duracdo do crescimento € controlada principalmente pelo Ecd, a
taxa de crescimento controlada pela insulina (Liu et al., 2009; Lorenz et al., 2009), as
reacdes antiestresse oxidativas parecem ser reguladas predominantemente por
horménios adipocinéticos (AKHs), embora outros horménios também estejam
associados com esta resposta antioxidante (Kodrik et al., 2015). Dentre estes
horménios, o horménio protoracicotrépico (PTTH) estd envolvido em processos de
adaptacao ao estresse, regulando o desenvolvimento e as alteragdes morfofisioldgicas
e horménios juvenis (JHs) envolvidos no controle de reagdes antioxidantes, e da
regulagao da sintese de proteinas biologicamente importantes (Kodrik et al., 2015) como
vitelogeninas (Seehuus et al., 2006) e transferrina (Harizanova et al., 2005; Geiser &
Winzerling, 2012). Essas reagdes antiestresse basicas sao seguidas pela estimulagcao
da resposta antiestresse fisioldgica que envolve o aumento da ingestdo de alimentos e
processos digestivos no intestino do inseto (Zhang et al., 2014) e ativamente no controle
da SOD, CAT e GST, da peroxidagao lipidica nas membranas celulares (Bednarova, et
al., 2013) e hemoglobinas (Nath, 2018) de insetos.

Exemplos de pesquisas demonstraram a ocorréncia da desregulagao enddcrina
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e alteragdes no corpo gorduroso desencadeadas por diferentes contaminantes quimicos.
Dhadialla et al. (1998) relataram a influéncia negativa de inseticidas no desenvolvimento
e crescimento pela mimetizagao dos hormonios responsaveis por estes processos no
organismo. Chang et al. (2022) observaram a ativacdo de diversos genes responsivos
aos hormdnios, crescimento e desenvolvimento na presenga de inseticida regulador de
crescimento Cyromazine. Herrero et al. (2018) observaram alteragdes na expressao
génica de diversos receptores hormonais na exposi¢ao do composto sintético Bisphenol
S. Jiang et al. (2020) observaram alteracbes na expressao de genes envolvidos no
metabolismo lipidico e defesa antioxidante do corpo gorduroso do bicho-da-seda exposto
a diferentes concentracdes de selénio. Nanoparticulas de didxidos de titdnio causaram
alteracdes na expressao e atividade de enzimas responsivas ao estresse oxidativo no
corpo gorduroso e enzimas relacionadas a digestao e absorgao de nutrientes no intestino
médio, além disso ocasionou o0 aumento do peso corporal (crescimento), na taxa de
alimento ingerido e reduziu a taxa de sobrevivéncia (Zhang et al., 2014; Li et al., 2018).
Alteragbes em cascatas de sinalizagdo celular hormonal e/ou enzimas digestivas nas
larvas expostas aos diferentes contaminantes presentes nos trés segmentos da bacia do
Rio Doce podem explicar a reducao do tempo de desenvolvimento em relagdo as larvas
controles.

Conforme apontado por varios estudos, grande espectro de contaminantes
influenciam na composicdo quimica da bacia do Rio Doce, especialmente com
elementos inorgénicos no alto Rio Doce, e multiplas fontes inorganicas e organicas no
meédio Rio Doce. Trabalhos biolégicos com exposi¢gdo a misturas complexas e com
parametros reais do ambiente sado de dificil operacionalizagdo e compreensao quanto as
interacdes e mecanismos que influenciam os organismos. Atrelado a isto pesquisas com
organismos bentdnicos como os chironomideos expostos a sedimentos s&do menos
evidentes na literatura, principalmente com tempo de exposig¢ao elevado. Na presente
pesquisa foi contatado que estad complexidade gerou significativa mortalidade em larvas
de C. sancticaroli, principalmente expostos aos sedimentos do médio Rio Doce, além de
induzir o desenvolvimento precoce de pupas. Enfatizando o estresse gerado por este

ambiente nestes organismos.
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5 CONCLUSAO

Conforme observado pelas analises multivariadas a composicédo quimica de todos
os sedimentos € influenciada por metais, principalmente no alto Rio Doce préximo ao
rompimento da barragem do Funddo. Além disso, produtos quimicos organicos como
HPAs e piretroides, introduzidos por outras atividades humanas parecem influenciar
fortemente na composigcao quimica dos sedimentos do médio Rio Doce. A exposi¢ao de
larvas de C. sancticaroli a estes sedimentos ocasionou a bioconcentragao de diferentes
metais no corpo da larva em todos os segmentos do rio, influenciada pelo habito
alimentar detritivoro. Além disso, todos os sedimentos provocaram alteracdes no tempo
de desenvolvimento das larvas observados pela presenca de pupas € em maior
percentagem nas larvas expostas ao meédio Rio Doce, além disso estes pontos
influenciaram negativamente na sobrevivéncia das larvas, mesmo no ponto que nao foi
afetado pelo rompimento da barragem do Fund&o (REF). Portanto, € possivel que os
pontos com maior presenca de materia organica nos sedimentos podem estar
biodisponibilizando maiores niveis de contaminantes presentes no sedimento, e que ao
entraram em contato com estes organismos bentdnicos causam toxicidade e danos letais

e subletais.
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CAPITULO Il
ALTERAGOES BIOQUIMICAS E MOLECULARES EM Chironomus sancticaroli
STRIXINO & STRIXINO, 1981 (DIPTERA: CHIRONOMIDAE) EXPOSTOS AO
SEDIMENTO DA BACIA DO RIO DOCE
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RESUMO

Eventos extremos, como o rompimento de barragem de acumulo de rejeitos de
mineragao, podem despejar volume muito elevado de residuos e quando nos corpos
d’agua, podem se depositar nos sedimentos e acumular nos organismos gerando
impactos negativos para todo o ecossistema aquatico. Entre os organismos bentdnicos,
os Chironomidae representam importante elo na teia alimentar dos ecossistemas
dulcicolas. Diante da necessidade de compreender as possiveis relagbes entre as
misturas de contaminantes em ambientes aquaticos com as respostas bioldgicas de um
organismo benténico, este estudo teve como objetivo avaliar as respostas dos perfis de
atividade enzimatica de a-Esterase, B-Eesterase, GST, SOD, CAT, AChE, danos na
membrana por peroxidagédo lipidica (LPO), danos no DNA, expressao génica de
hemoglobinas e metalotioneina e consequéncias histopatolégicas em larvas de
Chironomus santicaroli expostas a diferentes sedimentos ao longo do Rio Doce, MG/ES,
apos o evento do rompimento da barragem de extracdo de minério de ferro (Fundao).
Individuos imaturos de Chironomus sancticaroli foram expostos por um periodo de oito
dias aos sedimentos coletados em seis locais ao longo da bacia do Rio Doce, durante
julho e agosto de 2019: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ),
Referencia (REF), Governador Valadares (GOV) e Aimorés (AIM). Para cada grupo foram
avaliadas 10 réplicas (pools de quatro larvas cada) para verificar respostas na atividade
de enzimas de biotransformacao, estresse oxidativo, danos em biomoléculas,
neurotoxicidade e expressao génica de hemoglobinas e metalotioneina. Para cada grupo
foram avaliadas 10 /arvas para verificar alteracdes histologicas. Os resultados dos
biomarcadores foram integrados por meio do indice Integrado de Respostas de
Biomarcadores (IBR) e relacionados com os contaminantes quimicos encontrados no
sedimento e bioconcentrados na larva através de analises de componentes principais
(PCA). As principais modificagdes histoldgicas observadas ocorreram nas células do
intestino médio com a presenca de granulos de sedimento no citoplasma das células,
possivelmente associados a metais, que foram abundantes ao longo da bacia do Rio
Doce. Os resultados indicam que os sedimentos dos pontos do médio Rio Doce foram
0s que mais afetaram os biomarcadores enzimaticos e onde ocorreu a maior frequéncia
de alteragbes no sistema digestorio e corpo gorduroso das larvas expostas. Estas
respostas de alteracdes nas enzimas de biotransformacgao e estresse oxidativo foram
associadas a presengca de diversos metais toxicos e contaminantes organicos
provavelmente introduzidos pelos efluentes domésticos e industriais presentes neste
segmento da bacia. No alto Rio Doce, as maiores expressdes génicas das hemoglobinas
e metalotioneina possivelmente estao relacionadas com mecanismos antioxidantes e de
biotransformagao relacionados a presencga de metais, predominantes neste segmento do
rio. De acordo com os nossos dados, a interpretacdo das alteragcdes subletais nos
diferentes pontos ao longo da bacia do Rio Doce através do IBR em conjunto com as
PCAs se mostraram eficazes, principalmente pela complexicidade de contaminantes
presentes que impactam os diferentes segmentos da bacia. Além disso, a utilizagdo de
organismo bentdnico permitiu avaliar a toxicidade do sedimento, compartimento impacto
pelas atividades antrdpicas de forma crbnica na bacia do Rio Doce.

Palavras-chaves: Atividade enzimatica; Biomarcadores; Sedimento; Xenobidticos.
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ABSTRACT

Extreme events, such as the rupture of a dam that accumulates mining tailings,
can dump a very high volume of waste and, when in water bodies, can be deposited in
sediments and accumulate in organisms, generating negative impacts for the entire
aquatic ecosystem. Among benthic organisms, the Chironomidae represent an important
link in the food web of freshwater ecosystems. Faced with the need to understand the
possible relationships between mixtures of contaminants in aquatic environments and the
biological responses of a benthic organism, this study aimed to evaluate the responses
of enzymatic activity profiles of a-Esterase, B-Esterase, GST, SOD , CAT, AChE, lipid
peroxidation (LPO) membrane damage, DNA damage, hemoglobin and metallothionein
gene expression and histopathological consequences in Chironomus santicaroli larvae
exposed to different sediments along the Rio Doce, MG/ES, after the event the rupture of
the iron ore extraction dam (Fundao). Immature individuals of C. sancticaroli were
exposed for a period of eight days to sediments collected at six sites along the Doce River
basin, during July and August 2019: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN),
Naque (NAQ), Reference (REF), Governador Valadares (GOV) and Aimorés (AIM). For
each group, 10 replicates (pools of four larvae each) were evaluated to verify responses
in the activity of biotransformation enzymes, oxidative stress, damage to biomolecules,
neurotoxicity and gene expression of hemoglobins and metallothionein. For each group,
10 larvae were evaluated to verify histological alterations. Biomarker results were
integrated using the Integrated Biomarker Response Index (IBR) and related to chemical
contaminants found in the sediment and bioconcentrated in the larvae through principal
component analysis (PCA). The main histological changes observed occurred in midgut
cells with the presence of sediment granules in the cell cytoplasm, possibly associated
with metals, which were abundant along the Rio Doce basin. The results indicate that the
sediments from the middle Doce River were the ones that most affected the enzymatic
biomarkers and where the highest frequency of changes in the digestive system and fat
body of the exposed larvae occurred. These responses of changes in biotransformation
enzymes and oxidative stress were associated with the presence of several toxic metals
and organic contaminants probably introduced by domestic and industrial effluents
present in this basin segment. In the upper Doce River, the higher gene expressions of
hemoglobins and metallothionein are possibly related to antioxidant and
biotransformation mechanisms related to the presence of metals, predominant in this river
segment. According to our data, the interpretation of sublethal changes at different points
along the Rio Doce basin through the IBR in conjunction with the PCAs proved to be
effective, mainly due to the complexity of the contaminants present that impact the
different segments of the basin. In addition, the use of benthic organisms allowed
assessing the toxicity of the sediment, a compartment impacted by human activities in a
chronic way in the Rio Doce basin.

Keywords: Biomarkers; Enzyme activity; Sediments; Xenobiotics.
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1 INTRODUGAO

Ambientes aquaticos sao constantemente afetados por diversidade de
contaminantes provenientes de atividades antropicas. Esses contaminantes sao
carreados para a calha dos rios onde escoam superficialmente ou se depositam no
sedimento. Um exemplo importante de ambiente aquatico impactado por diferentes
poluentes provenientes do extrativismo mineral, agricultura, atividades industriais e
efluentes urbanas € a bacia hidrografica do Rio Doce. Além disso, recebeu um grande
volume de rejeitos da extragcao de minérios de ferro apds o rompimento da barragemdo
Fundao, comprometendo ainda mais a qualidade deste ambiente.

A bacia hidrografica do Rio Doce é uma importante fonte hidrica do sudeste do
Brasil, influenciada desde suas nascentes pela intensa extragao de minérios e ao longo
do seu curso sédo encontrados centros urbanos, industriais e agricolas. Além disso, em
2015 recebeu em seu leito mais de 40 milhdes de metros cubicos de rejeitos da extragao
de minérios de ferro apos o rompimento da barragem do Fundao (Consércio ECOPLAN-
LUME, 2010; Samarco, 2016), evento dramatico sob qualquer angulo de analise.

Dentre os compartimentos ambientais de um curso de agua como o Rio Doce,o0
sedimento é um importante repositério para muitos dos produtos quimicos mais
persistentes introduzidos nas aguas superficiais (Ingersoll, 1995). Além disso sdo
sumidouro de uma grande variedade de produtos quimicos. Os contaminantes podem ser
particulados ou dissolvidos e ndo sao necessariamente fixados permanentemente nos
sedimentos (Eggleton & Thomas 2004). Mudangas nos parametros geoquimicos,como o
pH, podem causar mobilizagdo dos poluentes (Zoumis et al., 2001). Além disso, os
processos de remobilizacdo podem incluir a difusdo de poluentes na massa de agua
(Dennis et al., 2009; Palumbo-Roe et al., 2012), devido a gradientes de concentragao,
oxidacao de sedimentos andxicos por bioturbacao ou ressuspenséo causada por chuvas
e inundacgdes (Crawford et al., 2022), atividades antropicas como mineragéo e dragagem
(Taylor & Owens, 2009) ou desastres ambientais como o rompimento de barragens
(Duarte et al., 2020). Posteriormente, a exposicdo a um ambiente quimico diferente pode
resultar na transformacao de contaminantes em formas quimicas mais biodisponiveis ou
toxicas (Borch etal., 2010; Amde et al., 2017), sendo muitas vezes encontradas de forma
vestigial na coluna d'agua e acumuladas no sedimento (Chapman, 1989). A transferéncia

direta de produtos quimicos de sedimentos para organismos € entdo considerada
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importante rota de exposicdo para muitas espécies, desencadeando a necessidade de
testes de toxicidade de amostras desses sedimentos.

Os macroinvertebrados bentdnicos estdo intrinsicamente relacionados aos
sedimentos dos ambientes aquaticos, e sdao comumente utilizados em estudos de
determinacao da qualidade desses ambientes (Fenoglio et al., 2002; Adakole & Anunne
2003; Azrina et al., 2006; Mugnai et al., 2011). Membros da familia Chironomidae, como
aqueles do género Chironomus sdo amplamente distribuidos nestes ambientes e
suas larvas vivem no interior de tubos confeccionados com materiais do proprio
sedimento.

Estes tubos estdo geralmente dispostos nos primeiros centimetros do sedimento,
e as larvas por movimentos constantes do corpo, conseguem realizar as trocas gasosas
pela cuticula e por um sistema traqueal fechado (Pinho, 2008). Além disso, com uma
substancia pegajosa produzida pelas glandulas salivares (Oliver, 1971), ressuspendem
e capturam particulas organicas para alimentagédo. Tendo portanto, papel relevante na
ciclagem de nutrientes. Uma vez que o estagio larval representa o mais longo periodo
em relagdo ao tempo de vida, a composicdo do sedimento influencia diretamente
esses organismos, sendo portanto, bons organismos modelos para estudos
ecotoxicoldgicos de sedimentos.

Para mensurar a toxicidade das substancias, diferentes biomarcadores indicativos
de efeitos podem ser avaliados como os bioquimicos, genéticos, histoldgicos.

Entre as respostas bioquimicas mais avaliadas para diferentes tipos de
contaminantes ambientais, podem ser citadas as modulagdes nas atividades de varias
enzimas antioxidantes e de biotransformacao (Huggett et al., 1992), bem como os danos
em biomoléculas, como a peroxidacgao lipidica e os danos genotdxicos (Olive, 1988).

Um dos principais mecanismos de defesa para detoxificacdo de compostos
organicos ¢é a biotransformacao, na qual os compostos hidrofébicos sao convertidos em
metabdlitos mais hidrofilicos que sdo mais facilmente excretados, sendo este processo
subdividido nas fases metabdlicas | e Il. As esterases consistem em enzimas que
detoxificam por meio da catalise da hidrélise de ésteres ou sequestro de compostos,
estando presentes na fase | da biotransformagao (Rakotondravelo et al., 2006; Vicentini
et al., 2017). As esterases em artropodes podem ser classificadas em a ou [3 esterases,
dependendo de sua capacidade de hidrolisar os substratos a e [- naftil acetato,
respectivamente (Gigliolli et al., 2011; Dahan-Moss & Koekemoer, 2016). Em insetos, as

diferentes esterases estdo associadas a papéis fisioldogicos relacionados ao
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comportamento reprodutivo (Richmond et al., 1980; Chertemps et al., 2012),
desenvolvimento (Briegel & Freyvogel, 1971; Browder et al., 2001) e resisténcia a
inseticidas (Pasteur et al., 2001; Montella et al.,, 2012). Em Chironomidae pesquisas
mostram alteragcdes nas esterases pela exposicdo a compostos organicos como
organofosforados (Turcherro et al., 1981; Rakotondravelo et al., 2006; Rebechi et al.,
2014), organobromados (Palacio-Cortés et al., 2017) e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (Vicentini et al., 2017; Richard et al., 2018).

Nos organismos, as Glutationa-S-transferases (GSTs) estao envolvidas na fase Il
da biotransformacdo de contaminantes organicos (Printes et al., 2007; Planell6 et al.,
2015), catalisando a conjugacéo do tripetideo glutationa com grupos eletrofilicos de
compostos xenobioticos, com o objetivo de torna-los menos toxicos e predispostos para
modificagdo posterior e excregao pela célula (Chelvanayagam et al., 2001; Printes et al.,
2007; Allocati et al., 2018). Também estdo envolvidos no transporte de xenobidticos
atraveés do citoplasma para serem novamente metabolizados através de enzimas de fase
I, fundamental para biotransformacao intracelular (Chelvanayagam et al., 2001; Printes
et al., 2007). Além disso, sdo capazes de formar ligagdes covalentes com compostos
eletrofilicos produzidos por enzimas de fase |, evitando a ligagao das espécies ativadas
ao DNA e outras macromoléculas celulares (Stegemanet al., 1992; Printes et al., 2007).
A reducao na atividade enzimatica da GST pode afetar a capacidade de neutralizar os
efeitos dos peroxidos lipidicos (Mela et al., 2014), podendo ocasionar o acumulo de
metabdlitos da fase |, e o desiquilibrio do estado redox celular (Liu et al., 2014).

Apesar da maioria dos estudos com esterases (ESTs) e GST estarem
relacionados com a toxicidade induzida por compostos organicos, algumas pesquisas
indicaram alteragbes apds a exposi¢cdo a metais (Somparn et al., 2015; Xu et al. 2015;
Ozaslanet al 2017; Morais et al. 2019).

Dentre os efeitos toxicos de diversos poluentes estdo os danos por estresse
oxidativo, gerados por espécies reativas de oxigénio (EROS) formadas durante o
metabolismo (Mendikute & Cajaraville, 2003) e potencializadas com a presenca de
metais através da reacao de Fenton e Haber-Weiss. Os radicais hidroxila, embora de
curta duragdo, sao altamente reativos, oxidando os lipideos da membrana e
desnaturando proteinas e acidos nucléicos (Lesser, 2006). Dentre as principais enzimas
antioxidantes cruciais para neutralizar os ROS potencialmente prejudiciais estdo as
superoéxidos dismutases (SODs) e catalase (CAT). As SODs sao metaloenzimas, que

catalisam a dismutagao dos radicais superéxido (O2™) em perdxido de hidrogénio (H202)
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e oxigénio (Oz2) (Choi et al., 1999; Park et al., 2012), enquanto a catalase (CAT) converte
o peroxido de hidrogénio em oxigénioe agua (H20) (Lopez-Martinez et al., 2008).

O aumento da atividade da SOD pode ser uma resposta as EROS geradas,
atuando na conversdo do O2™ em perdxido que que s&o altamente reativos (Kim & Lee,
1997). Por outro lado, a baixa atividade da SOD pode resultar no acumulo do radical
superoéxido que, por sua vez, pode inibir a CAT (Vicentini et al., 2017), gerando toxicidade
(Park et al., 2012).

Quando as barreiras antioxidantes ndo s&o suficientes, ocorrem os danos
celulares, que podem ser quantificados por analises bioquimicas de danos a membrana
celular através da analise de peroxidagéo lipidica (LPO) e também por anélises de danos
ao DNA.

Outro mecanismo importante na avaliagao de toxicidade € a mensuracédo de
efeitos neurotoxicos através das enzimas colinérgicas como a acetilcolinesterase
(AChE). Estas enzimas s&o importantes para o funcionamento adequado do sistema
nervoso, sendo responsaveis pela hidrélise da acetilcolina na fenda sinaptica durante a
transmissao do impulso nervoso. Contudo podem ser facilmente inibidas por pesticidas
organofosforados e carbamatos, os quais podem apresentar afinidade pelo sitio ativo, se
ligando de forma reversivel ou irreversivel (Printes et al., 2007; Vicentiniet al., 2017).
Também existem evidéncias para o efeito dos metais na induc¢ao da atividade de AchE,
a exemplo do observado por Morais et al. (2019) em larvas de C. sancticaroli expostas
ao cadmio.

A expressao génica € outro parametro comumente alterado em resposta a
exposicao a agentes toxicos, como um resultado direto ou indireto da exposigdo aos
xenobioticos (Lee et al., 2006). Esses biomarcadores moleculares podem ser
quantificados quanto a expressao de determinados genes induzidos ou inibidos pela
interagao com poluentes.

Uma familia de genes de grande interesse para Chironomus s&o as hemoglobinas
(Hbs) expressas durante a fase larval. As hemoglobinas sao sintetizadas no corpo
gorduroso, armazenas pelos oendcitos e secretada na hemolinfa das larvas, onde
diferentes Hbs podem chegar a representar 80% das proteinas dissolvidas presentes
(Bergtrom et al.,, 1976; Osmulski & Leyko, 1986; Saffarini et al., 1991). Essas
hemoglobinas apresentam alto grau de polimorfismo, alta afinidade por oxigénio, estando
relacionadas com papéis fisiolégicos de transporte e armazenamento de oxigénio,

circulando livremente pela hemolinfa (Nath, 2018) das larvas que se enterram no
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substrato, muitas vezes contaminado e hipdxico (Osmulski & Leyko, 1986).

Alguns estudos tém demonstrado que as hemoglobinas dos quironomideos
podem ser indicadores de toxicidade de metais e hipdxia (Choi & Roche, 2004; Choi &
Ha, 2009; Grazioli et al., 2016). Além disso, possivelmente estdo envolvidas no
metabolismo dos xenobidticos (Ha & Choi, 2008), pois 0 suplemento de oxigénio pode
ajudar na rapida remogao de componentes toxicos pela aceleragdo de reacgdes
metabdlicas (Osmulski & Leyko, 1986). Portanto compreender as diferengas na
expressao génica em diferentes tipos de hemoglobinas expostas a contaminantes pode
ajudar a entender a fisiologia desses organismos.

A expressao génica da metalotioneina (MT) representa outro biomarcador
amplamente utilizado e de relevancia para a exposicdo a metais em organismos
aquaticos, inclusive em Chironomus (Park & Kwak, 2012; Somparn et al., 2015;
Arambourou et al., 2019). A metalotioneina € uma superfamilia de proteinas ricas em
cisteina com alta afinidade por metais, que contribuem para o armazenamento,
transporte, metabolismo e detoxificagdo destes compostos através de defesa oxidativa
e imunolégica (Cobbett & Goldsbrough, 2002; Wang et al., 2009; Choi et al., 2008;
Somparn et al., 2015). Regulando também a homeostase de metais trago essenciais e
participando na neutralizacdo dos efeitos toxicos de metais pesados (Viarengo et al.,
1999; Park & Kwak, 2012).

As alteragdes celulares e teciduais podemser importantes biomarcadores dos
efeitos subletais da concentracao de poluentes, facilitando a elucidagao dos 6rgaos-alvo
dos xenobidticos, evidenciando locais especificos com danos celulares (Chiang & Au,
2013). Essas mudangas na arquitetura normal dos tecidos podem ser visualizadas
usando avaliagao histopatologica.

Dentre os o6rgados comumente observados em chironomideos quanto as
alteracdes celulares e teciduais, estdo aqueles do sistema digestivo, corpo gorduroso e
tubulos de Malpighi. No sistema digestorio, o intestino médio parece ser o mais
influenciado. As trés regides que compdem o intestino médio possuem uma matriz
peritréfica, membrana semipermeavel que protege as células do intestino médio de
danos mecanicos e quimicos, mas que ainda assim, ndo impede a entrada de particulas
(Holtof et al., 2019). A regido | do intestino médio possui atividade secretora, transporte
ativo de ions e fluidos, nao relacionado a absorg¢éo de nutrientes (Pierson, 1956; Seidman
et al., 1986). A regiao Il do intestino médio tem por fungcdo a absorcdode nutrientes

(Pierson, 1956), sintese proteica e reserva de glicogénio (Seidman et al., 1986). A regido
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[l do intestino médio tem funcdo de absorcdo de cations, bem como de agucares,
gorduras e proteinas de pequeno peso molecular, que ocorre por processos passivos ou
ativos (Pierson, 1956; Krantzberg & Stokes, 1990). O corpo gorduroso esta distribuido
entre a epiderme e os musculos intersegmentais e entre os 6rgaos e parece estar
relacionado com a producdo e armazenamento de hemoglobinas (Schin et al., 1977,
Vafopoulou-Mandalos & Lauder, 1984), em processos de detoxificagdo (Lycett et al.,
2006; Chung et al., 2009; Cruz-Landim, 2009), metabolismo energético como a sintese
proteica, sintese de acidos graxos e hidrocarbonetos para a cuticula (Cruz-Landim, 2009;
Makki et al., 2014; Richardi et al., 2018).

Por outro lado, os tubulos de Malpighi tem fungdo de transporte ativo de ions
(Jarial, 1988) provavelmente relacionadas com trocas entre a hemolinfa e o sistema
digestorio. Caracteristicas em comum desses 6rgaos estdao no contato préximo com o
meio contaminado (sedimento externo ou sedimento ingerido) e intenso fluxo ibnico ou
de secregdes, justificando a influéncia preferencial de danos nesses locais do organismo.

Dentre os contaminantes, os metais estdo amplamente presentes em ambientes
aquaticos, sendo geralmente persistentes nestes locais devido a reduzida capacidade
de degradacao bioldgica (Ali et al., 2019). Quando expostos, 6rgdos de animais aquaticos
podem acumular estes elementos biodisponiveis (Tao et al., 2012; Moiseenko &
Gashkina, 2020; Pourang, 2021). Metais pesados acumuladosnos tecidos catalisam
reacdes redox que geram espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem levar ao
estresse oxidativo e, portanto, causar alteragdes bioquimicas e morfolégicas (Martelli et
al., 2006; Lushchak, 2011; Espinosa & Rivera-Ingraham 2016). Lesdes teciduais sao
comumente encontradas em diferentes organismos expostos a metais (Sharma &
Satyanarayan, 2011; Jerome et al.,, 2017; Khan et al., 2018; Naz et al., 2021). Em
Chironomidae alteracdes com nanoparticulas envolveram a vacuolizagao e alteragdes na
morfologia de células no intestino médio, tubulos de Malpighi e corpo gorduroso parietal
em Chironomus riparius (Stojanovi¢ et al., 2021). Com sedimento influenciado por
mineracao, Grueso-Gilaberth et al. (2020) observaram a regressao dos cecos gastricos,
ruptura celular das células Cuénot, vacuolizacio, ruptura do citoplasma e alteracao da
borda de escova de diferentes células do intestino, células pericardicas, tubulos de
Malpighi, corpo gorduroso e glandulas salivares, além da formacgédo de granulos em
Polypedilum sp..

Contaminantes organicos podem ser de origem natural ou descarga

indiscriminada de produtos quimicos sintéticos (Thomaidl et al.,, 2015; Gwenzi &
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Chaukura, 2018; Buell et al., 2021), podem sofrer transformagdes do ambiente aquatico
para sua degradacao ou transformando em compostos ainda mais reativos (Richardi &
Canonica, 2005; Canonica, 2007; Rabdonirina et al., 2015; Gendy et al., 2022), nos quais
podem serem ingeridos ou absorvidos pelo organismo, bioacumulados nos tecidos e
causarem danos teciduais (Bhavan & Geraldine 2000; Greenfield et al., 2008; Belek et
al., 2022). Em Chironomus sancticaroli o hidrocarboneto fenantreno causou ruptura da
borda em escova, regressao do ceco gastrico e redugao da area do lumen no intestino
médio, o corpo gorduroso apresentoualteracdo nuclear e coalescéncia vacuolar nos
trofocitos, enquanto os tubulos de Malpighi apresentaram redu¢do da borda em escova
e as glandulas salivares apresentaram vacuolizagdo do citoplasma (Richardi et al.,
2018). Em Chironomus calligraphus o piretréide cipermetrina causou vacuolizacéo e
desorganizacgao de células epiteliais do intestino médio e o desenvolvimento diferenciado
do corpo gorduroso (Lavarias et al., 2017).

Apesar da importancia, ha poucos relatos do impacto de multiplas fontes de
poluicdo sobre C. sancticaroli, e nenhum trabalho com este organismo na bacia do Rio
Doce, um dos principais rios da regido sudeste do Brasil. Diante deste cenario a
investigacao teve como objetivo compreender as possiveis consequéncias em diferentes
biomarcadores bioquimicos e moleculares e histopatoldégias em larvas de Chironomus
sancticaroli expostas ao sedimento de diferentes segmentos da bacia do Rio Doce,

afetados por diferentes fontes de poluigéo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar alteragées subletais (biomarcadores bioquimicos, moleculares e

alteragdes histopatoldgicas) de Chironomus sancticaroli apds exposi¢cao subcrénica aos
sedimentos da bacia do Rio Doce, MG/ES.

1.1.2 Objetivos especificos

Verificar alteragdes nas enzimas de biotransformacao a e 3 esterases e glutationa

S-transferase em Chironomus sancticaroli expostos de forma subcrdnica aos sedimentos
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de diferentes localidades da bacia do Rio Doce.

Analisar potenciais alteragdes no sistema de defesa antioxidante através das
atividades enzimaticas da superéxido dismutase e catalase em Chironomus sancticaroli
expostos de forma subcrdnica aos sedimentos de diferentes segmentos da bacia do Rio
Doce.

Avaliar potenciais danos oxidativos em biomoléculas através da analise de
peroxidagao lipidica e danos no DNA em Chironomus sancticaroli expostos de forma
subcrdnica aos sedimentos de diferentes localidades da bacia do Rio Doce.

Verificar potenciais efeitos neurotoxicos através da alteracdo na atividade
enzimatica da acetilcolinesterase  em  Chironomus  sancticaroli  expostos
subcronicamente aos sedimentos de diferentes localidades da bacia do Rio Doce.

Analisar os niveis de expressao génica das isoformas de Hemoglobina C e E, e
da Metalotioneina das larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao sedimento doRio
Doce, em bioensaio de toxicidade subcrdnica.

Compreender a relagao entre os diferentes poluentes do Rio Doce e as respostas

causadas em biomarcadores bioquimicos e moleculares.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Biomarcadores bioquimicos

Antes do inicio das andlises, foram realizados testes para averiguar o numero
minimo de larvas necessarias para possibilitar uma quantificacdo da atividade enzimatica
dentro dos limites de detecgao fornecidos pelo espectrofotdémetro (Multiskan Sky Thermo
Scientific™).

Para cada ponto de coleta e grupo controle foram avaliados 10 pools de quatro
larvas. As larvas foram descongeladas e homogeneizados em 620 uL de agua Milli-Q
(Morais et al., 2019). Para mensurar a atividade da acetilcolinesterase e os danos em
DNA, aliquotas de 95 pL e 60 pL, respectivamente, de cada uma das amostras foram
previamente separadas. O restante do homogenato das amostras foi centrifugado a
12000xg a 4°C em centrifuga refrigerada para as demais analises bioquimicas.

Foram preparadas aliquotas de amostras para cada enzima e armazenadas em

ultrafreezer a -80°C. Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, tendo trés
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subréplicas para cada amostra (pool de larvas), e a leitura da absorbancia e
fluorescéncia (para danos em DNA) em espectrofotdmetro de microplaca (comprimento
de onda entre 190-850 nm).

A atividade da EST-a e EST-B foi analisada seguindo o protocolo de Valle e
Montella (2006). Para ambas foram adicionados 10 pl de amostra (para o branco foi

substituido por 10 yL de agua Milli-Q). Em seguida, para a EST-a foram adicionados 200

Ml de a-naftil acetato/Nafosfato (0,3 mM), utilizando o a-naftol (0,3 mg.L'1 ) como controle

positivo. Para a EST- foram adicionados 200 pL de B-naftil acetato/ Nafosfato (0,3 mM),

utilizando 3-naftol (0,3 mg.L'1) como controle positivo. As placas foram incubadas por 15
minutos em temperatura e luz ambiente, seguido da adi¢gao de 50 ul do corante Fast Blue
(0,3%), e uma segunda incubagao por cinco minutos. Em seguida foi realizada leitura
end point com comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos em nmol
a- naftol/ mg ptn /min para EST-a e nmol B- naftol/mg ptn/min para EST-3. Uma curva
padrao foi preparada para converter os valores de absorbancia em conteudo de a/B-
naftol. Para a curva foram utilizadas asmassas de 0 ug, 1 ug, 2 ug, 3ug, 4 ug e 5ug de
a/B-naftol. Para isso foram adicionados volumes de O pL, 2 yL, 4 pL, 6 pL, 8 yL e 10 yL
de a/B-naftol em duplicata e acrescentado agua Milli-Q para completar um volume total
de 10 yl de amostra. Posteriormente, seguiu 0 mesmo procedimento de preparagao e
leitura das microplacas das analises das esterases.

Para determinar a atividade da GST foi utilizado o protocolo de Keen et al. (1976).
Foram adicionados 15 yL de amostras (para o branco foi substituido por 15 yL de agua
Milli-Q) e 195 pL de solugdo composta por glutationa reduzida (GSH 10 mM) e cloro-
dinitrobenzeno (CDNB; 21 mM). A leitura foi realizada em comprimento de onda de 340
nm por 20 minutos a cada um minuto. Os resultados foram expressos em pmoles/mg
ptn/min.

A atividade da SOD foi analisada de acordo com o protocolo proposto por Gao et
al. (1988). Para isso, 40 uL de amostras (no branco foi substituido por 40 uL de agua
Milli-Q) foram preparadas em aliquotas, em duplicata, em microtubos de centrifugagéo
de 1,5 ml. Em seguida, foram adicionados 885 L de tampao tris de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA; pH 8,0; 5mM) e 50 uL de acido pirogalico. Os microtubos foram
incubados por 30 minutos e foi adicionado 25 uL de HCI (1 N), que ocasionou a redugéo
da reacéao entre a enzima e o substrato. Microplacas controle foram preparadas, seguindo

0os mesmos procedimentos com exceg¢do do processo deincubacdo (ausente). Em
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seguida, 300 pL da solugao foram adicionados a placa, em ftriplicata, sendo realizada a
leitura em 440 nm de comprimento de onda. Os resultados foram expressos em unidades
(U) de SOD/mg de proteina.

A atividade da CAT foi determinada segundo o protocolo proposto por Aebi (1984).
Foram adicionados SuL de amostra e 295 L de solugéo de reacgéo (agua Milli-Q; Tampéo
Tris EDTA; peroxido de hidrogénio a 30%; sem branco). A leitura foi realizada com
microplaca (TPP Zellkulturtestplatte 96F) em comprimento de onda de 240 nm por cinco

minutos a cada 15 segundos. Os resultados foram expressos em pmol/min/mg de

protel'na'1.

A quantidade de hidroperoxidos, produtos primarios da peroxidagao lipidica foi
averiguada seguindo o protocolo de Jiang et al. (1992). Foram adicionados 70 pL de
amostra e 70 yL de metanol (P.A.) em microtubos de centrifugagdo de 1,5 ml. As
amostras foram centrifugadas a 5000xg por cinco minutosa 4°C. Foram transferidos para
um novo microtubo 100 ul do sobrenadante (para o branco foi substituido por 100 pl de
metanol), no qual foram adicionados 900 ul de reativo de Fox 2 (solugdo metandlica
(xilenol Orange 0.1 mM; hidroxitolueno butiladocristalino (BHT) 4 mM; metanol P.A.);
solugdo de sulfato ferroso amoniacal 2500 yM (H2SO4; agua Milli-Q. Os microtubos de
centrifugagdo foram homogeneizados e incubados no escuro por 30 minutos, sendo
agitados em vortex a cada trés minutos. Posteriormente a solugao foi transferida para
microplaca de 96 pogos, em triplicata, com volume de 300 ul cada. A leitura foi realizada
a 560 nm e os resultados foram expressos em nmol de hidroperdoxidos/mg de proteina.

A quantidade de danos em DNA foi analisada segundo o protocolo de Olive
(1988). A analise foi realizada a partir de 25 yL de amostra aliquotada em um microtubo
de centrifugacdo de 1,5 ml. Foram adicionados 200 puL de Solu¢do dodecilsulfato de
sodio (SDS) 2% (EDTA 10mM; Trisbase, PM=121,1 g/mol; hidréxido de sédio, NaOH,;
PM=40g/mol e dodecil sulfato de sodio, SDS 2%) para o rompimento das membranas
nucleares. A solucao foi agitada por inversao e deixada repousar porum minuto. Em
seguida foi adicionado 200 uL de cloreto de potassio (KCl a 0,12 M) para a precipitacéo
do DNA integro. Apds agitacao por inversao, o microtubo foi colocado em banho maria a
60 °C por 10 minutos. Em seguida foi agitado por inversaoe incubado por 30 minutos a 4
°C. Apds o periodo de incubagao, as amostras foram centrifugadas a 8000g por cinco
minutos a 4°C. Para a leitura, foram adicionados 50uL do sobrenadante seguidos de 150

ML de reativo Hoechst 1 uL/ml composto por Stock do reagente Hoechst 1mg/ml (Hoescht
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33342, Trihydrocloride, Trihydrate — 10 mg/ml e metanol) e Tampao (Cloreto de Sddio
(NaCl a 0,4 M); Colato de sddio (4 mM) e tris acetato (0,1 M) com o pH 8,5) em ftriplicata
em microplaca de fundo preto para deteccao de fluorescéncia. A leitura foi realizada em
comprimento de onda de 360nm para excitagdo e 460nm para emissdo, por cinco
minutos, em agitacdo constante (700rpm). A analise da curva padrao foi baseada no
protocolo de Olive (1988) e adaptada pela Dra Flavia Yoshie Yamamoto (NEPEA-
UNESP). Foi utilizado padrao de espermade salmao (Sigma-Aldrich®, solugao estoque
de esperma de 1mg/ml e TE1X) nas quantidades de 0 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25
pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml e 1.000 ug/ml diluido com tampéao de
homogeneizacéo (Tris base- HClI 10mM (PM=121,19mol) e EDTA 1mM (PM=380,2
g/mol) com pH 8,0) em concentragao inicial de 1 mg/ml e diluido seriadamente conforme
a concentragao de esperma. Para a curva, 50 uL solucéo de cada concentragao de DNA,
foram pipetadosem triplicata em microplaca para fluorescéncia, seguidos da adi¢ao
de150 pL de Reagente Hoechst 1 mg/ml para leitura que seguiu o0 mesmo protocolo das
placas dedanos em DNA.

A atividade enzimatica da AChE foi analisada seguindo o protocolo de (Eliman et
al., 1961) modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). Foram adicionados 25 uL
de amostras (para o branco foi substituido por 25 pL de agua Milli-Q), 200 uL de 5,5-
Ditio-bis-2nitro-benzoato (DTNB; 0.75 mM) e 50 pL de iodetoacetilticolina (ATC;10 mM).
Logo apds a pipetagem, a placa foi incubada em temperatura e luz ambiente por 30
minutos. A leitura foi realizada a cada 30 segundos por cinco minutos, com comprimento
de onda de 405 nm. Os resultados foram expressos em pmoles/mg ptn/min.

A quantidade de proteinas totais foi determinada para normalizagao das amostras
seguindo o protocolo de Bradford (1976). Foram adicionados 10 yL de amostras, 10 yL
de Albumina Sérica Bovina (BSA) para o controle positivo e 250 yL de corante Bradford
(1 Bradford: 5 de agua Milli-Q). A leitura foi obtida em comprimento de onda de 620 nm.
Para a curva padrao de BSA foram utilizadas as quantidades de 0 ug, 2,5 pg, 5 ug, 7,5
Mg, 10 ug e 15 ug de BSA diluidas seriadamenteem agua Milli-Q (concentragdo maior: 150
ML da solugao estoque (2 mg/ml de BSA) +50 pL de agua Milli-Q e branco 200 pL de agua
Milli-Q). Em seguida, 10 pL de amostra foram pipetados, em quadriplicatas em
microplacas de 96 pogos, para cada concentragdo. A leitura da absorbéncia seguiu o

mesmo protocolo da proteina total.
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2.2. Expresséo génica

2.2.1. Amostras

Para cada um dos pontos de coleta e controles foi realizada a analise da
expressao génica de 10 pools de amostras, formado por quatro larvas cada. Totalizando

320 larvas em 80 pools utilizadas para todos os tratamentos e controles.

2.2.2. Extracdo de RNA total

Para a extracdo do RNA total das larvas foi utilizado o kit de extragcdo RNeasy Mini
Kit (Qiagen®). As larvas foram retiradas do ultrafreezer -80°C e distribuidas em pools de
quatro larvas em microtubos de 2 ml. Aos tubos foram adicionados 350 ul de tampao
RLT de lise celular fornecidos pelo kit de extragdo. As larvas foram homogeneizadas pela
maceracado das larvas com um pistilo autoclavado. As demais etapas da extracéo
seguiram o protocolo do kit de extracdo para obtengao de 50 uyl de RNA total de cada
amostra.

As concentracbes de cada amostra foram quantificadas em espectrofotémetro
NanoDrop 2000® a 340 nm e um gel de agarose a 1% foi realizado para a verificagéo da
qualidade do RNA (80 V, 160 mA, 120 w por 30 minutos).

2.2.3. Tratamento com DNAse

As amostras foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich catalogo n® AMPD1) de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Foram tratados 6,096 ug de RNA de
cada amostra. Para isso foi utilizado para cada amostra: 3 ul do buffer 10X, 3 yl de DNase
[, 24 pl de RNA + agua (volumes variaveis de acordo com cada amostra), incubou-se por
15 mim a temperatura ambiente, logo apos foi acrescentado 3 ul da solugcéo de parada e
incubou-se por 10 mim a 70°C. As amostras foram colocadas no gelo para entdo a
concentracdo de RNA ser quantificada novamente em espectrofotometro NanoDrop®.

Outro gel de agarose a 1% foi realizado para a verificagado da qualidade do RNA (Fig.1).
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Figura 1. Gel de agarose com amostras de RNA dos pontos GOV e AIM para averiguagao da integridade
apos tratamento com DNAse. Pb = numero de pares de bases do fragmento.

2.2.4. Transcricao reversa (cDNA)

Para a transcricdo reversa de RNA para o DNA complementar (cDNA) foram
utilizados 1405.8 ug de RNA tratado com DNase |. A reagéo final atingiu um volume de
20 pl, sendo 14,2 pl de RNA + agua (volumes variaveis de acordo com a amostra)e 5,8
Ml dos seguintes reagentes: 2 ul do RT buffer 10X, 0,8 pl de dNTP Mix, 2 pl do RT random
primers 10x, 1 yl de a enzima MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied biosystems
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; numero de catalogo 4368814). As
reacdes foram realizadas em tubos de 0,2 mL (Axygen®) e em termociclador BioRad®
seguindo o seguinte protocolo: 10 min a 25°C, 120 min a 37°C e 5 min a 85°C. Apés esta

etapa as amostras foram armazenadas em freezer -20°C.

2.2.5. Primers

As sequéncias dos primers (Tab. |) dos genes de interesse foram obtidas a partir
de Rebechi et al. (2021) para hemoglobinas e B-actin, e Park & Kwak (2012) para
metalotioneina.

O teste de temperatura de anelamento dos primers foi realizado a partir de uma
PCR convencional com gradiente de temperaturas (seis temperaturas entre 48°C e
63°C), sendo seis copias para cada um dos primers adicionando 1.5 uL de cDNA, 1.2uL
de Buffer 10X, 0.1 yL de Taq DNA Polymerase, 0.4 yL de dNTP (10 mM), 0.8 uL de
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MgCI2 (25 mM), 0.3 uL de primer foward (10 yM) e 0,3 uL de primer reverse (10 uM). Os
ciclos foram de: 94°C por 3 minutos, 94°C por 30 segundos, 48°C-60°C por 30 segundos,
72°C por 1 minuto (39x), 72 °C por 5 min e 4°C de “hold «”. Para a visualizagdo da melhor
temperatura de anelamento dos primers foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
(70 V, 140 mA, 120 w por 30 minutos). A temperatura definida para metalotioneina foi
54°C e para hemoglobinas 60°C.

Foi realizado um teste para se calcular a eficiéncia dos primers, os quais
apresentaram uma eficiéncia minima entre 90 e 110% para serem considerados. Uma
série de cinco diluigdes 1:4 cada foi realizada utilizando-se uma mesma amostra e
procedeu-se como o descrito anteriormente para a realizagdo da expressao génica. Para
cada diluicdo foram utilizadas trés réplicas, tendo também trés controles negativos e a
eficiéncia de cada primer foi entdo calculada através da formula [Eficiéncia = 10/(-
1/slope)-1]*100 (Derveaux et al., 2010). A eficiéncia de (-actinaa 54°C foi de 92.06%, de
B-actina a 60°C foi de 107.11%, de metalotioneina foi de 93.74%, de HbC foi de 92.67%
e de HbE foi de 107.04%.

Tabela I: Sequéncias dos primers utilizados para expresséo génica da HbC, HbE, MT e (-actina em
Chironomus sancticaroli.

Nome Primer Forward Primer Reverse Size Ref.
(pb)
HbC ACTGGGATTCCACGAGCTTT TTCGCCACACATGCTGGAA 137 Rebechi et
al. 2021
HbE GCTGGGGCATTTGATTCGTT TTCGCTGGAAAGGATGTTGC 114 Rebechi et
al. 2021
MT GGGCTGCAAATGTTGTTCACA GCAGCAGTTCTTGCAGCATT 130 Park &
C Kwak 2012
B-actin GAACAAGAAATGGCCACCGC GAGTGATTCTGGGCAACGGA 104 Rebechi et
al. 2021

2.2.6. Reacaode gPCR

A reacao da PCR quantitativa apresentou um volume final de 10 pl, sendo 1 ul de
cDNA (cada amostra foi diluida adicionando 40 ul de agua Milli-Q) e 9 yl do mastermix
contendo: 5 pl de Sybr Green PCR master mix (Applied biosystems® catalogo n°
A25742); 0,30 ul do primer forward a 10 uM (Mt e Act pela IDT® e hemoglobinas pela
Eurofins®); 0,30 pl do primer reverse a 10 yM (Mt e Act pela IDT® e hemoglobinas pela
Eurofins®) e 3,4 pl de agua livre de nucleases. As reagdes foram realizadas em tubos

de 0,2 mL (Axygen®), no equipamento Rotor-Gene Q da Qiagen®. Para a metalotioneina
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foi utilizado o seguinte protocolo: 50°C por 2 min, 94°C por 4 min, 40 ciclos de 94°C por
30s, 54°C por 30s, 72°C por 30s. Para as hemoglobinas foi utilizadoo protocolo: 50°C por
2 min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 30s, 60°C por 30s,72°C por 30s. Para o gene
referéncia [(-actina foram utilizados os dois protocolos (54°C e 60°C) em corridas
diferentes. Os resultados foram visualizados e analisados no programa Rotor-Gene Q
Series Software 2.3.1. A expressao relativa dos genes deinteresse foi determinada
usando o método 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001) e normalizada utilizando um gene

referéncia (actina).

2.3. Histologia

Dez larvas de cada ponto e controles foram fixadas em solu¢do Duboscq (acido
picrico 1g + formaldeido 60ml + acido acético glacial 15ml + 150 ml de alcool etilico p.a.
a 80%) por 24 horas. Apos a fixagdo as larvas foram lavadas em alcool 70% por 30
minutos para remogao da solugao fixadora, desidratadas em série alcodlica (80%, 90%,
95%, 100%) por 45 minutos em cada solugao, diafanizadas em xilol (1:1 de xilol + alcool
por 15 minutos, xilol puro por 10 min, xilol puro por 3 minutos), infiltradas comparafina (3
horas, 50°C) e emblocadas. Cortes de 7 um de expessura foram colocados em banho
maria, colados (albumina de Mayer) em Iaminas de microscopia e secados a temperatura
ambiente. Todos os cortes obtidos de todas as larvas foram utilizados afim de abordar
toda a extensao do corpo do individuo nas diferentes seccdes. As seccdes foram coradas
com Hematoxilina-Eosina (HE). Ap6s a montagem das I&minas com Entenllan, todas as
seccdes histologicas foram analisadas (1600 laminas com 5 secgdes em cada),
principalmente direcionando as buscas nas glandulas salivares, sistema digestorio,
tubulos de Malpighi e corpo gorduroso, onde foram observadas alteragdes em trabalhos
histolégicos com a mesma espécie (Richardi et al., 2018; Signorini-Souza et al., 2020. As
alteragdes foram documentadas em fotomicroscopio 6ptico de luz (Modelo Scope.A1,
Marca Carl Zeiss) usando uma camera digital (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss) e

processadas com o software Axion Vision SE64.
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2.4. Analise dos dados

Distribuicdo normal e homogeneidade dos dados foram testadas pelos testes
Shapiro Wilk (p < 0,05) e Levene’'s (p < 0,05), respectivamente, através do programa
Past 4.02. Os dados paramétricos, foram avaliados pelo teste ANOVA (p < 0,05) de um
fator com aposteriori de Tukey e corregdo de Bonferroni, sendo analisados os
biomarcadores em relagcdo aos pontos de coleta do sedimento e controles.

Os resultados dos biomarcadores também foram integrados por meio do indice
Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) descrito por Beliaeff e Burgeot (2002),
a partir de indices criados da normalizagao de cada valor de resposta de biomarcador
individual. Para isso o resultado de cada analise de atividade enzimaticae expresséao
génica foram divididos pelo valor do grupo controle (o grupo controle é dividido por ele
mesmo resultando em valor igual a 1). Com o objetivo de reduzir a variancia, o resultado
foi logaritimizado e apos a logaritimizagédo (Yi) foram obtidas a média (u) e o desvio
padrao (s). Os valores de Yiforam padronizados pela férmula Zi = (Yi- p)/ s, e a diferenga
entre Zi e Z0 (controle) foram calculadas para determinar os valores de (A). Os valores
de (A) representam o resultado atribuido para cada biomarcador calculado. O IBR é
estimado para cada grupo pela soma dos valores de (A) convertidos em valores
absolutos (S). Os resultados sao apresentados como graficos de radar que indica o
desvio de todos os biomarcadores em relagédo ao controle (0). Os valores acima da linha
do zero representam a inducéo dos biomarcadores, enquanto os valores abaixo de zero
representam inibicdo dos biomarcadores.

Para analise exploratéria entre os biomarcadores bioquimicos e moleculares
analisados na presente pesquisa, a frequéncia das alteragbes histologicas, a
granulometria (%) do sedimento (lodo e argila <63 pm; areia muito fina 63-125 ym; areia
fina 125-250 pym; areia média 250-500 ym;areia grossa 0.5-1 mm; areia muito grossa >1
mm; matéria organica) e os contaminantes quimicos (hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, metais e piretroides) encontrados nos pontos ao longo da bacia do Rio Doce,
foram feitas analises de componentes principais (PCAs) utilizando os pacotesVegan,
FactoMineR, Factoextra, Factoshiny e ggplot2, no software RStudio 4.2.1. Para
determinar os eixos importantes das PCAs foi utilizado o Método de Broken Stick. Para
analise de correlagao dos biomarcadores e dos elementos inorganicos bioconcentrados
nas larvas foram feitas analises de correlagcdo de Spearman considerando o valor de

R para determinar a correlagao.
122



3. RESULTADOS

3.1. Biomarcadores bioquimicos

Foram observadas alteracbes nos marcadores bioquimicos apds a exposi¢ao
subcrdnica (8 dias) das larvas de C. sancticaroli aos sedimentos da bacia do Rio Doce
em relac&o aos grupo controle (Fig. 2).

Com relacdo as enzimas de biotransformacao, verificou-se que a atividade da
EST-a apresentou aumento significativo da atividade nos pontos GUA (p=0,001), NAQ
(p=0,003), REF (p=0,0102) e GOV (p=0,004) em relacao aos seus respectivos controles.
A atividade da EST-B apresentou aumento significativo de atividade nos pontos REF
(p=0,0216) e GOV (p=0,0169) em relagéo ao controle. Por outro lado, a GST, apresentou
reducdo significativa da atividade nos pontos CAN (p=0,0026) e NAQ (p=0,001) em
relagdo aos seus controles.

A exposicdo aos sedimentos também demonstrou afetar significativamente a
atividade das enzimas antioxidantes mensuradas. A SOD apresentou reducio
significativa de atividade enzimatica nos pontos NAQ (p=0,009) e REF (0,0107) em
relagdo aos seus respectivos controles. Por outro lado, CAT teve um aumento da
atividade enzimatica nos pontos CAN (p=0,0046) e NAQ (p=0,0347) em relagdo aos seus
respectivos controles.

Quanto aos danos nas biomoléculas, observou-se maiores niveis de LPO no
ponto GOV (p=0,0283) em relagdo ao grupo controle, e para os danos em DNA né&o
houve diferenca significativa entre os diferentes pontos em relagao aos grupos controles.

A atividade da AChE sofreu redugao significativa nos pontos de coleta CAN
(p=0,0347), NAQ (p=0,0042) e REF (p=0,0290) em relacdo aos seus respectivos

controles.
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Figura 2. Respostas bioquimicas de larvas de Chironomus sancticaroli expostas por oito dias a diferentes
sedimentos da bacia do Rio Doce (Minas Gerais e Espirito Santo). Atividade enzimatica de a-Esterase (EST-
a nmol a-naftol/mg ptn/min), B-esterase (EST-B nmol B-naftol/mg ptn/min), Glutationa S-Transferase (GST
umoles/mg ptn/min), Superdxido dismutase (SOD (U) SOD mg/ptn), Catalase (CAT pmol/min/mg de
proteina-1) e acetilcolinesterase (AChE pmoles/mg ptn/min). Peroxidacao lipidica (LPO nmol hidroperéxidos
mg/ptn), Danos em DNA. Sedimento de exposigéo: Controle (C). Gualaxo do Norte (GUA). UHE Candonga
(CAN). Naque (NAQ). Referéncia (REF). Governador Valadares (GOV). Aimorés (AIM). * = pontos que
apresentaram diferenca significativa no teste a posteriori de Tukey (p<0,05).
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3.2 Biomarcadores genéticos

Diferencas significativas na expressao génica de duas isoformas de hemoglobinas
(HbC e HbE) e da proteina metalotioneina (MT) também foram observadas apos a
exposi¢cao aos sedimentos da bacia do Rio Doce (Fig. 3) em relagéo ao controle.

A expressao génica de HbC aumentou significativamente nos pontos (p=0.0002),
CAN (p=0,0026), NAQ (p=0,0056), REF (p=0,0069) e AIM (p=0,0004) em relacéo aos
seus respectivos controles.

A expresséao génica de HbE reduziu significativamente nos pontos REF (p=0,004),
GOV (p=0,0007) e AIM (p=0,0062) em relagéo ao controle.

A expressao génica de MT reduziu significativamente nos pontos CAN (p=0.0048),

NAQ (p=0.0008) e GOV (p=0.003) em relagao aos seus respectivos controles.
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Figura 3. Respostas genéticas de larvas de Chironomus sancticaroli expostas por oito dias a diferentes
sedimentos da bacia do Rio Doce (Minas Gerais e Espirito Santo). Expressao génica das isorformas de
hemoglobinas C (HbC) e E (HbE) e da metalotioneina (MT). Sedimentos de exposi¢do: Controle (C).
Gualaxo do Norte (GUA). UHE Candonga (CAN). Naque (NAQ). Local referéncia (REF). Governador
Valadares (GOV). Aimorés (AIM). * = pontos que apresentaramdiferenca significativa no teste a posteriori
de Tukey (p<0,05).
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3.3 Indice Integrado de Biomarcadores

A integracao das respostas obtidas das analises enzimaticas e expressao génica
a partir do indice Integrado de Biomarcadores mostrou que os pontos do médio Rio Doce
apresentaram os maiores scores (S) de alteragcdo dos biomacadores em relagdo ao
controle (Fig. 4).

Foi observado aumento da expressao da HbC nos pontos do alto Rio Doce (GUA
e CAN). No ponto GUA houve também maior expressao génica de MT.

Nos individuos expostos aos sedimentos do médio Rio Doce € possivel observar
uma maior influéncia nas enzimas de biotransformagcao com o aumento da atividade das
esterases em REF e GOV e reducédo de GST em NAQ, e nos mecanismos de estresse
oxidativo com reducao de atividade de SOD e aumento da atividade de CAT em NAQ e
REF.

GUA CAN
AChE AChE
15 15
1 1
MT =i Est alfa MT Bie Est alfa
0 0
-0
HbE Est beta HbE Est beta
HbC GST HbC GST
CAT SOD CAT SOD
NAQ REF
AChE AChE
15 15
S 1
MT i Est alfa MT He Est alfa
9 0
-0.5, 0.5
HbE Est beta HbE Est beta
HbC GST Hbc GST
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GOV AIM

AChE AChE
15 15

MT o Est alfa MT s Est alfa

HbE Est beta HbE Est beta

HbC GST HbC GST

CAT sS0D CAT SOD

Figura 4. Indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) para cada ponto de coleta do sedimento
em que as larvas de Chironomus sancticaroli foram expostas ao longo de oito dias. AChE =
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = 3-esterase.SOD
= Superdxido dismutase. CAT = Catalase. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT =
Metalotioneina.Sedimentos de exposigéo: Controle (C). Gualaxo do Norte (GUA). UHE Candonga (CAN).
Naque (NAQ). Local referéncia (REF). Governador Valadares (GOV). Aimorés (AIM). O valor de S
representa o resultado da soma dos valores atribuidos a cada um dos biomarcadores em relagdoao
controle. Os resultados sao apresentados como graficos de radar indicam o desvio de todos os
biomarcadores em relacao ao controle. Os valores acima da linha do zero representam a indugéo dos
biomarcadores, enquanto os valores abaixo de zero representam inibicdo dos biomarcadores. Quanto
maior o valor de S, maior acumulo de alteragdo dos biomarcadores em exposigdo ao sedimento do ponto
de coleta indicado.

3.4. Histologia

Foram observadas diferentes alteragbes histoldégicas nos cecos gastricos,
intestino médio, nas células do corpo gorduroso e nos tubulos de Malpighi (Tab. Il) nas
larvas expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce.

Nos cecos gastricos foi observado residuos de sedimento na regido basal de
células de 40% dos individuos expostos ao sedimento do ponto NAQ (Fig. 5B), diferente
das larvas controles que nao apresentaram presenga de sedimento intracelularmente
(Fig. 5A).

No sistema digestorio, a regido Il do intestino médio apresentou acumulo de
granulos na regido basal das células (Figs. 5D-F), exceto em larvas expostas ao ponto
AIM. Na regiao | e Il do intestino médio das larvas expostos aos sedimentos foi possivel
observar a presenca de residuos de sedimento no citoplasma das células (Figs. 6B, D-
E). Em condi¢des controle nenhuma larva apresentou granulos e residuosde sedimento
nas células intestinais (Figs. 5C e 6C). Na regiado lll do intestino médio foi possivel

observar alteragdo na morfologia das células, observada pelo estreitamento longitudinal
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das células (Fig. 7B). Nos controles as células apresentaram distingdo clara em relagao
as células vizinhas, através da regiao apicalestar mais arredondada (Fig. 7A).

Em relagao ao corpo gorduroso, tanto trofécitos (Fig. 8B), quanto endcitos (Fig.8D,
F) apresentaram vacuolizagéo do citoplasma em larvas expostas ao sedimento de todos
os pontos. Nenhum controle apresentou vacuolizagdo evidente (Figs. 8A, C,E). Os
trofocitos parietais apresentaram aumento de tamanho das células (Fig. 9B) exceto em
AIM e os trofécitos parietais e viscerais apresentaram alteragdes nucleares em todos os
pontos (Fig. 9D). Os controles apresentaram células de tamanho e nucleo uniformes
(Figs. 9A, C).

Em relagdo aos tubulos de Malpighi, quatro larvas expostas ao sedimento do
ponto REF apresentaram residuos de sedimento nas células (Fig. 10B). Em nenhum

controle houve presenca destes residuos nos tubulos (Fig. 10A).

Tabela Il. Alteragdes histolégicas observadas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas por oitodias
ao sedimento de seis pontos ao longo da bacia do Rio Doce. Pontos localizados no Estado de Minas
Gerais: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador
Valadares (GOV). Ponto localizado no Estado do Espirito Santo: Aimorés (AIM). C = Controle. Ao todo
foram observadas dez larvas de cada ponto e controle.

Sistema Alteracéo Pontos
C GUA CAN NAQ REF GOV AlM
Granulos nos - - - - 4/10 - -
cecos
gastricos
Granulos na regido Il do - 6/10 6/10 6/10  10/10 6/10 -
meséntero
Sistema Acumulo de sedimento - 2/10 2/10 8/10 4/10 2/10 2/10
digestorio na regido | do meséntero
Acumulo de sedimento - - 2/10 6/10 4/10 - -
na regido Il do
meséntero
Alteragcdo na morfologia - - 2/10 - - 210 2110

celular do epitélio na
regido Il do meséntero

Vacuolizagéo - 8/10 8/10 8/10 8/10 10/10  2/10
d
ocitoplasma de
Corpo trofécitos
gorduroso Vacuolizagéo - 6/10 4/10 6/10 10/10 10/10  4/10
d
ocitoplasma de endcitos
Trofécitomegalia - 6/10 6/10  10/10  10/10 8/10 -
Alteracdes - 8/10 6/10 6/10 10/10 10/10  2/10
nucleare
snos trofdcitos
Tubulos de | Granulos no epitélio - - - 4/10 - - -
Malpighi celular dos tubulos de
Malpighi

128



Figura 5. A-B: Regido da valvula estomodeal da larva de Chironomus sancticaroli. C-F: Regido Il do
intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli. A: corte longitudinal dos cecos gastricos da larva
evidenciando a valvula estomodeal e o lumen da regido | do intestino médio de larva controle. B: corte
longitudinal de larva exposta ao sedimento do ponto REF da bacia do Rio Doce evidenciando residuos de
sedimento agrupados na regido basal da célula do ceco gastrico (seta). C: Corte longitudinal da regiao Il
do intestino médio de larva controle. D-F: Corte longitudinal da regido Il do intestino médio de larva exposta
ao sedimento do ponto REF (D) e CAN (E-F) evidenciando grénulos agrupados na regidao basal das células
indicados pelas setas pretas. ce: cecos gastricos; lu: limen do intestino; ve: valvula estomodeal.
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Figura 6. A-B,E: Regido | do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli. C-D: Regido Il do
intestino médio de larva de Chironomus sancticaroli. A: corte longitudinal da regido | do intestino médio de
controle. B e E: corte transversal da regido | do intestino médio de larva exposta ao sedimento do ponto
REF da bacia do Rio Doce evidenciando residuos de sedimento no citoplasma das células (setas). C:
Corte longitudinal da regido Il do intestino médio de larva controle. D: Corte longitudinal da regigo Il do
intestino médio de larva exposta ao sedimento do ponto NAQ evidenciando vacuolizagéo do citoplasma e
residuos de sedimento no citoplasma das células (setas). lu: lumen do intestino.
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Figura 7. Regiao Ill do intestino médio de larva de Chironomus sancticaroli. A: Corte longitudinal da regiao
IIl do intestino médio de larva controle. B: Corte longitudinal da regido Il do intestino médio de larva
exposta ao sedimento do ponto GOV evidenciando alteragdo na morfologia das células, observada pelo
estreitamento longitudinal das células (setas). lu: lumen do intestino.

131



Figura 8. Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli em corte lingitudinal. A: Corpo gorduroso
de larva controle evidenviando os trofécitos. B: Corpo gorduroso de larva exposta ao sedimento do ponto
CAN da bacia do Rio Doce evidenciando vacuoliza¢ao no citoplasma dos trofécitos(setas pretas). C: Corpo
gorduroso de larva controle evidenciando os endcitos pequenos que se encontram em grandes grupos
(cabega da seta em branco). D: Corpo gorduroso de larva exposta ao sedimento do ponto NAQ
evidenciando vacuolizagdo no citoplasma dos endcitos pequenos (setas pretas). E: Corpo gorduroso de
larva controle evidenciando os endcitos maiores que se agrupam com trés ou quatro células. F: Corpo
gorduroso de larva exposta ao sedimento do ponto CAN evidenciando vacuolizagdo no citoplasma dos
endcitos maiores (setas pretas). cgp: corpo gorduroso parietal; cgv: corpo gorduroso visceral; en: endcito.
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. Te. (oum, BNV Y
Figura 9. Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli. A,C: Corte longitudinal do corpo gorduroso
de larva controle evidenciando os trofocitos. B: Corte longitudinal do corpo gorduroso de larva exposta ao
sedimento do ponto NAQ da Bacia do Rio Doce evidenciando hipertrofia (aumento do tamanho) dos
trofdcitos parietais (setas). D: Corte longitudinal do corpo gorduroso de larva exposta aosedimento do ponto
REF evidenciando alteragdes nucleares nos trofocitos (setas). cgp: corpo gorduroso parietal; ct: cuticula;
me: musculo.
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Figura 10. Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. A: Corte longitudinal do tubulo de
larva controle. B-D: Corte longitudinal do tubulo de larvas expostas ao sedimento do ponto NAQ da Bacia
do Rio Doce evidenciando residuos de sedimento no citoplasma das células (setas). cgp: corpo gorduroso
parietal; me: musculo.
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3.5. Analises multivariadas

A PCA para todos os contaminantes analisados no sedimento (HPAs, matéria
organica, metais e piretroides em Yamamoto et al., 2023b) e os biomarcadores (Fig. 11)
explicou 40,0% da variagao dos dados no primeiro componente principal (Dim1), seguido
por 20,5% da variacdo dos dados para o segundo componente (Dim2), 12,6%para o
terceiro componente e 9,8% para o quarto componente.

Os locais do médio Rio Doce (NAQ e GOV) apresentaram os maiores niveis da
maioria dos contaminantes orgéanicos, exceto X1MNaf e Naf que se encontrou em
maiores niveis em GUA do alto Rio Doce. O médio Rio Doce apresentou ainda maior
influéncia nas alteracbes das esterases, responsaveis pela biotransformacao de
compostos organicos e da SOD relacionada a atividade antioxidante. Além da
peroxidagao lipidica, dano ocasionado pelo estresse oxidativo.

O alto Rio Doce apresentou maiores niveis de Mn, Cd, Fe, Hg e As no sedimento
e 0 maior nivel da expressao génica da metalotioneina e neurotoxicidade pela inibicao
da atividade de AChE (Fig. 12; Tabs. S1 e S2)
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Figura 11. Analises de Componentes Principais (PCA) dos contaminantes analisados no sedimento por
Yamamoto et al., (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. Grupos quimicos analisados no
sedimento: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais pesados/metaloides e piretréides. AChE =
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase.SOD
= Superoxido dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidagédo lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de exposi¢ao: Gualaxo do Norte
(GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés
(AIM). Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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Figura 12. Analises de Componentes Principais (PCA) dos contaminantes analisados no sedimento por
Yamamoto et al. (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. Grupos quimicos analisados no
sedimento: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais pesados e piretréides. AChE =
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase.SOD
= Superoxido dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidagédo lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia do Rio Doce em que o
sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e
Governador Valadares; Baixo = Aimorés. Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal2.

A PCA para todos os contaminantes HPAs no sedimento e os biomarcadores (Fig.
13 e 14) explicou 47,3% da variagao dos dados no primeiro componente principal (Dim1),
seguido por 15,4% da variagao dos dados para o segundo componente (Dim2), 11,24%
para o terceiro componente e 8,51% para o quarto componente.

Foi possivel distinguir trés agrupamentos de contaminantes HPAs e
biomarcadores. O primeiro foi o ponto NAQ que se agrupou aos contaminantes Fen,
DBT, Pir, Fltr, BaP, Ant, BaA e FI. O segundo foi o ponto GOV e contaminantes BbF,
DahA, BghiP, Aci, IcdP, Cri e BKF, além de ter apresentado maiores niveis de
peroxidacao lipidica e aumento de atividade das esterases a, 3 e SOD. Por fim, o terceiro
grupo com os pontos GUA, CAN, REF que se agruparam aos contaminantes X2MNaf,
X1MNaf, Naf e os biomarcadores de expressao génica de HbC, MT e das atividades
enzimaticas de AChE e CAT, e do ponto AIM a atividade enzimatica de GST (Tabs S3 e
S4).
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Figura 13. Analises de Componentes Principais (PCA) dos Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
analisados no sedimento por Yamamoto et al. (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AchE
= acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase.
SOD = Superoéxido dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidagao lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de exposi¢do: Gualaxo do Norte
(GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés
(AIM). Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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Figura 14. Analises de Componentes Principais (PCA) dos Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
analisados no sedimento por Yamamoto et al. 2023 e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE=
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase. SOD
= Superoxido dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina
C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia do Rio Doce em que o sedimento foi
coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares.
Baixo = Aimorés. Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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A PCA para todos os metais no sedimento e os biomarcadores (Fig. 15 e 16)
explicou 37,3% da variagéo dos dados no primeiro componente principal (Dim1), seguido
por 17,6% da variagédo dos dados para o segundo componente (Dim2), 12,6% para o
terceiro componente e 10,6% para o quarto componente.

Assim como para os HPAs, a PCA dos metais com os pontos de coleta se
particionou em trés agrupamentos de contaminantes e biomarcadores. O primeiro foi o
ponto GUA com os metais As, Hg, Mn, Fe e Cd, e os biomarcadores MT e GST que
apresentaram os maiores niveis neste ponto. O segundo foi 0 agrupamento dos pontos
REF e GOV com os metais Al, Cu, Cr, Pb, Zn, Ti, Sc e V e os biomarcadores esterases,
SOD, LPO e Danos em DNA. O terceiro grupo com os pontos CAN, NAQ e AIM

relacionados ao metal Ni e a expressao génica de HbE (Tabs. S5 e S6).
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Figura 15. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais pesados e metaloides analisados no
sedimento por Yamamoto et al. (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE =
acetilcolinesterase. GST = Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = 3-esterase.SOD
= Superoxido dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidacdo lipidica. Danos em DNA. HbC =
Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de exposi¢ao: Gualaxo do Norte
(GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés

(AIM). Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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Figura 16. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais pesados analisados no sedimento por
Yamamoto et al. 2023a e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST =
Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = (3-esterase. SOD = Superdxido dismutase.
CAT = Catalase. LPO = Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina
E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia do Rio Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do
Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimorés. Dim 1 =
componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.

A PCA para os piretroides no sedimento e os biomarcadores (Fig. 17 e 18)
explicou 34,4% da variagao dos dados no primeiro componente principal (Dim1), seguido
por 16,3% da variagéo dos dados para o segundo componente (Dim2) e 12,12% para o

terceiro componente.
Foi possivel observar que o ponto GOV foi o mais influenciado pelos cinco

piretroides, sendo o ponto com os maiores niveis de CYF e BIF (Tabs. S7 e S8).
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Figura 17. Analises de Componentes Principais (PCA) dos piretroides analisados no sedimento por
Yamamoto et al. (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST =
Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = (3-esterase. SOD = Superdxido dismutase.
CAT = Catalase. LPO = Peroxidagao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina
E. MT = Metalotioneina. Sedimentos de exposi¢do: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN),
Naque (NAQ), Referéncia (REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés (AIM). Dim1 = componente

principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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Figura 18. Anadlises de Componentes Principais (PCA) dos piretroides analisados no sedimento por
Yamamoto et al. (2023b) e os biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST =
Glutationa S-Transferase. EST alfa = a-Esterase. EST beta = [-esterase. SOD = Superoxido
dismutase. CAT = Catalase. LPO = Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE =
Hemoglobina E. MT = Metalotioneina. Regido da bacia do Rio Doce em que o sedimento foi coletado:Alto =
Gualaxo do Norte e UHE Candonga. Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimorés.

Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.
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A PCA para a concentragado de metais (ver cap. |) nas larvas e os biomarcadores
explicou 35,4% da variacdo dos dados no primeiro componenteprincipal (Dim1), seguido
por 20,2% da variagdo dos dados para o segundo componente (Dim2), 11,69% para o
terceiro componente e 11,24% para o quarto componente.

Os maiores niveis de concentracdo de metais pesados nas larvas estdo nos
pontos do alto Rio Doce, exceto Pb no ponto NAQ do médio Rio Doce (Fig. 19 e 20;
Tabs. S9 e S10).
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Figura 19. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais concentrados nas larvas de Chironomus
sancticaroli expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce ao longo de oito dias (ver Cap.l) e os
biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S- Transferase.
EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase. SOD = Superdxido dismutase. CAT = Catalase. LPO =
Peroxidacao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E.MT = Metalotioneina.
Sedimentos de exposi¢do: Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN), Naque (NAQ), Referéncia

(REF), Governador Valadares (GOV), Aimorés (AIM). Dim 1 = componente principal 1. Dim 2 =
componente principal 2.
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Figura 20. Analises de Componentes Principais (PCA) dos metais concentrados nas larvas de Chironomus
sancticaroli expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce ao longo de oito dias (ver Cap.l) e os
biomarcadores bioquimicos e genéticos. AChE = acetilcolinesterase. GST = Glutationa S- Transferase.
EST alfa = a-Esterase. EST beta = B-esterase. SOD = Superdxido dismutase. CAT = Catalase. LPO =
Peroxidagao lipidica. Danos em DNA. HbC = Hemoglobina C. HbE = Hemoglobina E. MT = Metalotioneina.
Regido da Bacia do Rio Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte e UHE Candonga.
Médio = Naque, Referéncia e Governador Valadares. Baixo = Aimorés. Dim 1 = componente principal 1.
Dim 2 = componente principal 2

A analise de correlacao indica correlagao inversa entre a presenca de Al, Cd, Cr,
Cu, Fe K, Li na atividade das esterases, e a correlagao entre estes mesmo metaiscom a

expressao génica de HbE (Fig. 21).
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Figura 21. Analise de correlagéo entre os biomarcadores e os metais bioconcentrados nas larvas.

A PCA da composicgéao fisico-quimica do sedimento encontrado nos diferentes
pontos ao longo da bacia do Rio Doce em relag&o a frequéncia de alteragdes histologicas
(Fig.22) explicou 39,3% da variagao dos dados no primeiro componente principal (Dim1),
seguido por 24,0% da variagao dos dados para o segundo componente (Dim2).

Foi possivel observar que a maior frquéncia de alteragdes histologicas se
concentrou nos pontos do médio Rio Doce (NAQ, REF e GOV) onde ocorreu o
agrupamento da maioria dos contaminantes quimicos orgénicos e a presenca de
diversos metais. A presenga de granulos no intestino ocorreu em maior frequéncia no
ponto REF onde ha maior nivel de matéria organica e areia muito fina. Em contrapartida
0 acumulo de sedimento no citoplasma das células e granulos nos tubulos de Malpighi
ocorreram em maior frequéncia no ponto NAQ. A presenca de vaculos nas células do
corpo gorduroso ocorrreu majoritarianete em larvas expostas aos sedimentos de REF e
GOV (Tabs. S11 e S12).
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Figura 22. Analises de Componentes Principais (PCA) entre a granulometria e contaminantes quimicos
(metais, metaloides, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e piretroides) dos sedimentos da bacia do Rio
Doce (Yamamoto et.al., 2023b) que foram utilizados nos bioensaios de exposi¢do subcrénica em larvas de
Chironomus sancticaroli e a frequéncia de alteracdes histoldgicas analisadas. LodoArgila = lodo e argila <63
pMm; AreiaMuitoFina = areia muito fina 63-125 um; AreiaFina = areia fina 125-250 ym; AreiaMedia = areia
média 250-500 um; AreiaGrossa = areia grossa 0.5-1 mm; AreiaMuitoGrossa = areia muito grossa >1 mm;
MatOrg = matéria organica. GCG = granulos no ceco géastrico; GRIl = granulos na regido Il do meséntero;
SRI = sedimento na regido | do meséntero; SRIl = sedimento na regido Il do meséntero; ARIIl = alteracao
na regido Il do meséntero; VCT = vacuolo citoplasmatico no trofécito; VCE = vacuolo citoplasmatico no
endcito; ANT = alteracdo no nucleo do trofécito; GTM = granulos no Tubulo de Malpighi. Regido da bacia
do Rio Doce em que o sedimento foi coletado: Alto = Gualaxo do Norte (GUA), UHE Candonga (CAN);
Médio = Naque (NAQ), Referéncia (REF) e Governador Valadares (GOV); Baixo = Aimorés (AIM). Dim 1 =
componente principal 1. Dim 2 = componente principal 2.

4, DISCUSSAO

Os dados evidenciaram a partir do indice integrado de biomarcadores que as
larvas expostas aos sedimentos do médio Rio Doce foram as que sofreram maiores
scores de alteragcbes nos biomarcadores, influenciadas por uma mistura complexa de
contaminantes inorganicos e organicos. Os resultados indicam que as alteragdes nas
enzimas de biotransfomacéao foram mais significativas nos pontos do médio Rio Doce € o
aumento das expressdes génicas nos pontos do alto Rio Doce.

As analises multivariadas evidenciaram que o alto Rio Doce foi influenciado por
uma gama de metais no sedimento como Mn, Cd, Hg, Fe e As e as larvas expostas aos
sedimentos bioconcentraram alguns desses metais como Ba, Li, Cd, Cu, Mn e Se, sendo
possivel indicar que o alto Rio Doce ¢ influenciado por diversos metais que alcangam as

larvas provavelmente determinando alteracbes na expressao génica das isoformas de
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hemoglobinas e na metalotioneina.

O aumento da expressao génica de HbE nos pontos mais proximos as atividades
de extracao, transporte e processamento de minérios no Quadrilatero Ferrifero e Vale
do Ago pode estar relacionado a presenga elevada de metais neste segmento do rio
(Yamamoto et al., 2022b). Nath (2018) mostra correlacdo positiva entre 0 aumento da
presenca de ferro (na dieta) e a elevagao dos niveis de hemoglobina na hemolinfa larval.
Além disso, o aumento na quantidade de hemoglobinas pode estar relacionado a
suplementacao de oxigénio, importante para reacbes metabdlicas de geragédo de ATP e
detoxificagdo (Osmulski & Leyko, 1986).

A metalotioneina também apresentou os maiores niveis de expressao no ponto
GUA, no alto Rio Doce. Este aumento da expressao da metalotioneina em chironomideos
expostos a metais também foi observado por Gillis et al. (2002), Duran et al. (2012), Park
and Kwak (2012), Arambourou et al. (2013), Jeppe et al. (2014), Long et al. (2015) e
Somparn et al. (2015). Weber et al. (2020) também observaram o aumento
metalotioneina, em peixes expostos aos contaminantes em area afetada pelo
rompimento da barragem no alto Rio Doce. Metalotioneinas s&o importantes para
regulagédo da concentragdo de metais como Cd, Cu, Cr e Zn (Egli et al., 2006; Slobodian
et al., 2021; Purac et al., 2021), na célula, atuando como quelantes destes elementos
(Luo et al., 2020), podendo indicar um possivel mecanismo de detoxificagao das larvas
frente a diversidade de metais presentes neste segmento do rio.

Além do aumento na expresséo génica das hemoglobinas, as larvas expostas aos
sedimentos de CAN apresentaram alteragdes em diferentes mecanismos de
detoxificagdo como na inibicdo de enzimas de biotranfomacéo (GST), e neurotoxicidade
(AChE), e a inducao da atividade de enzima antioxidante (CAT). Alteragbes em outras
enzimas com 0s mesmos mecanismos foram observadas por Weber et al. (2020) nas
enzimas P450, SOD e CAT e Macédo et al. (2020) na enzima antioxidante HSP70 no
ponto mais préximo ao rompimento da barragem, e desordem na sodio-potassio ATPase
em orgaos de peixes influenciados por diferentes metais. Entre os danos, Yamamoto et
al. (2022a) observaram deformidades significativas em embrides de Rhamdia quelen
(Teleostei, Pimelodidae) e quabras de fita(s) do DNA (“single or double strand breaks”),
principalmente para o ponto GUA. Gomes et al. (2018) analisando peixes expostos a
contaminagao ambiental em Mariana, MG (alto Rio Doce) encontraram micronucleos e
anomalias nucleares em eritrocitos relacionados a presencga de metais.

A abundancia de metais no alto Rio Doce, esta associada a intensa exploracao de
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ouro e ferro na regido do Quadrilafero ferrifero ao longo dos ultimos 300 anos (Costa et
al., 2003; Castro et al., 2011; Cavalcanti et al., 2021). Além deste cenario pré-existente
de contaminacgao crbénica, em 2015 houve o rompimento da barragem do Funddo com 40
milhdes de metros cubicos de rejeitos da extragdo de minérios de ferro, que foi
transportado mesmo que residualmente ao longo da bacia, percorrendo todo o percurso
principal do Rio Doce, ocasionando a ressuspensao dos sedimentos e distribuigcdo de
contaminantes até a sua foz e regiao litoranea no Espirito Santo. Por isso a presenca de
metais também foi observada nos outros segmentos do rio analisados por Yamamoto et
al. (2023Db).

No médio Rio Doce além dos impactos de contaminantes inorganicos, as analises
multivariadas mostraram forte influéncia de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
inseticidas piretréides principalmente nos pontos NAQ e GOV. Os pontos analisados no
meédio Rio Doce estao situados em regido onde ha a presencga de industrias siderurgicas
e metalurgicas e centros urbanos, sendo a maioria sem uma rede de tratamento de
esgoto adequada (Consoércio ECOPLAN-LUME, 2010). Esses efluentes provavelmente
introduzem metais, como Al, Cr, Pb, Sc, V, Ti, Zn detectados neste segmento do rio
(Yamamoto et al., 2023b), além dos contaminantes organicos. Esta mistura complexa
influenciou principalmente alteracbes nas enzimas de biotransformacédo de compostos
organicos com o aumento da atividade das esterases, inibicdo de GST em NAQ,
alteracbes em enzimas antioxidantes como SOD, peroxidacéo lipidica no ponto GOV e
neurotoxicidade.

O aumento da atividade das esterases nas larvas expostas aos trés pontos do
médio Rio Doce e inibicdo de GST em NAQ, pontos influenciados por HPAs e piretroides,
indica grande influéncia desses contaminantes organicos, ja que asatividades das
esterases estdo relacionadas a biotransformacao de fase | de compostos organicos a
partir da hidrolise dessas moléculas, e atuam na resisténcia a diferentes inseticidas (Li et
al., 2009; Montella et al., 2012) e GST na biotransformacao de fase Il, catalisando a
conjugacao de compostos eletrofilicos para facilitar a excregéo, protegendo-os de danos
quimicos (Vos & Bladeren 1990).

A inibicdo de GST ocasionada em chironomideos expostos principalmente a
compostos organicos e com misturas ja foi observado apos a exposigao ao paration
(Printes et al., 2007), em sedimentos contaminados com pesticidas (Printes et al., 2011),
ou sedimentos de um lago (Qi et al., 2015), assim como outros pesticidas como

clorantraniliprole (Rodrigues et al., 2015), Benzil butil ftalato (Herrero et al., 2015; Morais
146



et al., 2020), Fipronil (Monteiro et al., 2019b), Bifentrina(Ballesteros et al., 2020) e
fenantreno (Rebechi et al., 2021). Entretanto, outros trabalhos ja apontaram a indugao
desses organicos na GST (Lee & Choi, 2006; Park et al., 2009; Somparn et al., 2017;
Vicentini et al., 2017; Monteiro et al., 2019a; Xie et al., 2020; Duran et al., 2012; Planelld
et al., 2015). Além disso contaminantes inorganicos também podem influenciar nesta
enzima (Nair & Choi, 2011; Jeppe et al., 2014; Kim et al., 2015; Tokhun et al., 2017,
Morais et al., 2019; Xie et al., 2020).

A inibicdo de AChE em larvas de chironomideos expostas aos pontos do médio e
alto Rio Doce com diferentes compostos também € corroborada com estudos da
literatura (Kheir et al., 2001; Printes et al., 2007; Duran et al., 2012; Qi et al., 2015;
Vicentini et al., 2017; Morais et al., 2020) principalmente relacionada com compostos
organicos como inseticidas (Sturm & Hansen, 1999; Beauvais et al., 1999; Fisher et al.,
2000; Callaghan et al., 2001; Crane et al., 2002; Callaghan et al., 2002; Choi et al., 2002;
Maycock et al., 2003; Forcella et al., 2007; Domingues et al., 2007; Azevedo-Pereira et
al., 2011; Van Praet et al., 2014; Rebechi et al., 2014; Somparn et al., 2017; Ishimota et
al.,, 2020; Rebechi et al., 2021). Esta enzima atua na catalise da hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica para que a sinalizagao seja concluida.
A inibicdo desta enzima causa neurotoxicidade por superexcitacdo, e caso nao possa
ser revertida, pode ocasionar a mortalidade.

A co-ocorréncia de contaminantes nos pontos do médio Rio Doce pode ser um
indicativo do resultado obtido pelo IBR, apresentando os pontos deste segmento do rio
como aqueles com maior acumulo de alteragbes dos efeitos subletais. Isto evidencia que
a estas misturas de contaminantes induzem mecanismos diversos de detoxificacao,
ainda assim, nos chironomideos estes mecanismos nao demonstraram prevenir a
ocorréncia de potenciais efeitos neurotoxicos e danos nas membranas. Yamamoto et al.
(2022a) observaram que os pontos do alto Rio Doce (GUA e CAN) foram os que
apresentaram os maiores indices na integragdo dos biomarcadores em embrides de
peixes, diferente da resposta encontrada na presente pesquisa que indicou maior indice
nos pontos do médio Rio Doce. Isto pode estar relacionado com a diferenga
metodologica, principalmente com relagédo ao organismo estudado, ja que os embrides
estiveram expostos principalmente aos contaminantes mais biodisponiveis na agua
enquanto as larvas com maior contato aos dos sedimentos, bem como as diferentes vias
de exposicdo aos contaminantes e mecanismos espécie-especificos desencadeados. E

também possivel que os chironomideos apresentaram maior sensibilidade aos
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contaminantes associados a matéria organica, ja que os pontos do médio Rio Doce sao
0s que apresentaram maior concentragdo de MO e onde foram observadas mais
alteragdes nas respostas dos biomarcadores.

E possivel que a baixa incidéncia de alteracdes nas atividades enzimaticas no
ponto AIM, localizado do baixo Rio Doce, esteja relacionada também a uma menor
associagao de contaminantes a MO neste local. Este segmento do rio se encontra mais
distante de grandes centros urbanos como Governador Valadares em Minas Gerais e
Colatina e Linhares no Espirito Santo, porém apresenta agricultura e pecuaria (Consorcio
ECOPLAN-LUME, 2010), ainda assim podendo ser impactado pela presenca de
contaminantes organicos e metais advindos a montante do rio e possivelmente de
agroquimicos. A influéncia negativa da presenga de metais no baixo Rio Doce foi
observada para outros organismos. Em peixes Prochilodus lineatus coletados no baixo
Rio Doce, Vieira et al. (2022) observaram correlagdes entre a presenca de metais com
danos em proteinas, DNA e peroxidagao lipidica, além da indu¢cdo da metalotioneina,
CAT e SOD e de enzimas relacionadas ao metabolismo energético (LDH e MDH),
associados a danos histologicos. Mercgon et al. (2022) observaram aumento da atividade
de CAT e GST em diferentes 6rgados de peixes expostos a metais, neste mesmo
segmento do rio. Yamamoto et al. (2022a, 2023b) observaram danos em DNA em
embrides de Rhamdia quelen e peroxidagao lipidica em peixes de AlM.

A influéncia de metais na foz do rio e na costa atlantica também afetou camardes
marinhos observada pela forte associagcdo entre a presenca de Fe e aumento de
metalotioneina, e presenca de Cd, Cr, Cu e Mn nos tecidos, biodisponibilidade,
peroxidacao lipidica durante o periodo seco do ano (Maraschi et al., 2022). Para o
plancton foi detectada influéncia de metais, principalmente Fe, Mn e Cd na peroxidagao
lipidica e indugdo de metalotioneinas (Marques et al., 2022). Frossard et al. (2020)
analisando filhotes de Chelonia mydas na ilha de Trindade proximo a desembocadura do
rio no mar, encontraram micronucleos e anomalias nucleares em eritrécitos relacionados
a presenga de metais. Em corais presentes na costa adjacente a regido em que o Rio
Doce desagua no Oceano Atlantico, Dal Pizzol et al. (2022) observaram uma indugao da
reposta antioxidante nestes organismos e baixos niveis de peroxidacéo lipidica na
presenca de Fe e As, entretanto a inibicdo de anidrase carbdnica esteve relacionada a
presenca de Mn, Cr e As. Em peixes estuarinos de diferentes niveis troficos, Bevitorio et
al. (2022) observaram alteracdo na atividade de enzimas antioxidantes (SOD e CAT),

inversamente relacionadas a peroxidacao lipidica, danos em DNA e inducido de
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metalotioneina; aumento das enzimas relacionadas ao metabolismo energético (MDH e
LDH) relacionados com o maior custo energético para manter a homeostase e danos
morfologicos, relacionados a bioacumulagao de diferentes metais (Mn, Zn, Cd, Cr e Cu).
Isto indica que a grande diversidade de metais parece influenciar grande parte da bacia
hidrografica do Rio Doce, assim como a costa adjacente a desembocadura.

As larvas expostas aos sedimentos da bacia do Rio Doce apresentaram ainda,
alteragdes histopatoldgicas principalmente relacionadas ao sistema digestério e corpo
gorduroso.

No sistema digestorio houve alteragées nas larvas expostas ao sedimento de
todos os pontos coletados na bacia do Rio Doce, mas apenas no intestino médio (ceco
gastrico, regides |, Il e lll). Essas alteragbes foram principalmente com a presenca de
sedimento no interior das células.

Para muitos insetos os cecos gastricos possuem fungdo de absorcdo de
nutrientes (Chapman, 2012), porém, em chironomideos foi observada fungéo de sintese
e secregao (Seidman et al., 1986; Belowitz & O’'Donnell, 2013). A presente pesquisa
observou granulos na regido basal das células de larvas expostas ao sedimento do ponto
REF, o que pode indicar fluxo de metais nesta regido do intestino. A presenca de fluxo de
metais também foi observada em Chironomus riparius (Leonard et al., 2018). Este ponto
apresenta majoritariamente tamanhos de particulas menores no sedimento,
principalmente lodo e argila e os maiores niveis de matéria orgéanica, além da presenga
de metais como Pb, Ti, Sc, V, Al e Cu (Yamamoto et al., 2023). Os resultados de Grueso-
Gilaberth et al. (2020) foram similares aos obtidos nesta investigagdo, com alteragdo nos
cecos gastricos em Polypedilum sp. (Chironomidae — Diptera) expostos a ambiente
contaminado por residuos de mineragao como metais indicando que essas particulas
sedimentares influenciam esta regido do sistema digestorio.

Na regido | do intestino médio houve a presenca de residuos de sedimento no
citoplasma das células em larvas expostas ao sedimento de todos os pontos, sendo em
maior frequéncia no ponto NAQ, que possui ha sua composicao quimica influenciada por
metais e contaminantes organicos (Yamamoto et al., 2023b). A regido | do intestino
médio possui fungao de atividade secretora, transporte ativo de ions e fluidos, néo
relacionado a absorgao de nutrientes (Pierson, 1956; Seidman et al., 1986). Portanto,
pode-se sugerir que a entrada de residuos de sedimento, composto por metais
eletricamente carregados, e presentes no citoplasma das células pode ocorrer atraves

do sistema de transporte ativo de ions. Este sistema transporta ions essenciais para
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dentro do organismo, entretanto metais toxicos também podem ser transportados pela
semelhanga nas cargas elétricas (Belowitz & O’Donnell, 2013, Leonard et al., 2018).
Acumulo e fluxo de metais na regiao anterior do intestino médio foi observado por
Seidman et al. (1986), Belowitz & O’Donnell (2013) e Leonard et al.(2018), corroborando
com a nossa hipotese da presenca desses residuos.

Para a regiao | do intestino Richardi et al. (2018) observaram redug¢ao do lumen do
intestino em larvas da mesma espécie, expostas ao fenantreno, enquanto Signorini-
Souza et al. (2020) observaram a redugéo do lumen e alteragdo na morfologia na regiao
apical das células desta regido em larvas expostas a éteres difenilicos polibromados.
Vacuolizagao do citoplasma em células da regiao | do intestino foram observadas em
Polypedilum sp. exposta a contaminantes de mineracao (Grueso-Gilaberth et al., 2020),
em Chironomus calligraphus expostos ao piretroide cipermetrina (Lavarias et al., 2017)
e em Chironomus riparius exposto a nanoparticulas de 6xido de ferro (Stojanovic et al.,
2021). Na presente pesquisa nao foi observada diferengca de vacuolizagdo nessas
células em relacéo ao controle, apesar da complexicidade de xenobibticos presentes no
sedimento.

A regiao Il do intestino médio tem por fungdo a absorgédo de nutrientes (Pierson,
1956), sintese proteica e reserva de glicogénio (Seidman et al., 1986). Neste segmento
do intestino foi obsevado a presencga de granulos de sedimento ao longo da borda basal
das células em larvas expostas ao sedimento de todos os pontosanalisados, exceto AIM
no qual ndo foi observado nenhum granulo. Além disso, foi observado residuos de
sedimento no citoplasma das células epiteliais do intestino naslarvas expostas ao
sedimento de CAN, NAQ e REF. Assim como na presente pesquisa, Seidman et al.
(1986) para Chironomus thummi e Sumi et al. (1984) para Chironomus yoshimatsui
observaram granulos ligados a membrana e residuos do metal pesado cadmio nas
células deste segmento do intestino. Belowitz & O’'Donnell (2013) e Leonard et al. (2018)
observaram o fluxo de diferentes metais nesta regido, indicando que assim como para a
regido | do intestino médio, a alta troca ibnica nesta regido pode ter favorecido a entrada
dessas particulas de sedimentos, provavelmente associadas aos metais, nas células
intestinais.

Quando estes metais ndo essenciais s&o absorvidos para dentro do organismo, a
ativacao de mecanismos de detoxificagao é requerido, como o aumento do efluxo dessas
moléculas para fora do organismo (Belowitz & O’'Donnell, 2013). O aumento do efluxo

pode ocorrer pela excrecao do metal através do transporte dessas moléculas pelo epitélio
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do intestino ou dos tubulos de Malpighi (O'Donnell, 2008; Leonard et al., 2009; Belowitz
& O’Donnell, 2013; Leonard et al., 2018). A desintoxicagdo pode envolver o
sequestro, principalmente de metais divalentes ndao essenciais, com a formagao de
granulos insoluveis ou concregdes dentro das células de 6rgaos envolvidos na digestao,
armazenamento, regulagdo de ions e excregdo (Brown, 1982; Seidman et al., 1986;
Krantzberg e Stokes, 1990; Zheng et al., 2017), ou tornar o metal inerte por meio da
ligacao a proteinas, como a metalotioneina, importantes na regulagéo e detoxificagéo
intracelular (Hamilton & Mehrle, 1986; Gimbert et al., 2016). Diferente das demais regides
do intestino, aregido lll do intestino médio apresentou apenas alteragdes na morfologia,
com o estreitamento das células delarvas expostas aos sedimentos de CAN, GOV e
AIM. Nesta regido ha presencga de grande quantidade de microvilosidades e secregao
de enzimas digestivas indicando ser a principal regiao de absorgcdo de cations, bem
como de agucares, gorduras e proteinas de pequeno peso molecular, que ocorre por
processos passivos ou ativos (Pierson, 1956; Krantzberg & Stokes, 1990; Richardi et al.,
2015).

Nessas trés regides que compdem o intestino médio, ha presenca de uma matriz
peritréfica, que protege as células do intestino médio de danos mecanicos e quimicos. O
tamanho dos poros da matriz peritérica diminui em diregdo ao intestino posterior e
permite que pequenas moléculas passem através ou penetrem nas das células do
intestino meédio (Stojanovic et al., 2021). Portanto, n&o representa uma barreira para
nanoparticulas (Holtof et al., 2019). Com base na frequéncia de detecgéo de alteracdes
histolégicas nas larvas, o intestino médio foi um local importante para o acumulo de
particulas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas a sedimentos com a presenca
de diversos metais.

Além do sistema digestorio, os tubulos de Malpighi das larvas expostas ao
sedimento do ponto NAQ também apresentaram residuos de sedimento nas células
epiteliais. Sumi et al. (1984), Seidman et al. (1986), Krantzberg & Stokes (1990) e Zheng
et al. (2017) também constataram acumulo de metais principalmente no epitélio do
intestino e nos tubulos de Malpighi. Este acumulo pode estar relacionado ao sistema de
detoxificagdo do organismo com a formagao de granulos e o efluxo desses metais pelo
sistema digestorio e de trocas idnicas como os tubulos de Malpighi.

A exposi¢ao subcrénica ocasionou ainda danos nas células do corpo gorduroso de
larvas expostas aos sedimentos de todos os pontos coletados ao longo da bacia. Estas

alteracbes estao relacionadas com a presenca de vacuolos em endcitos e trofdcitos,
151



aumento do tamanho de trofécitos e alteragdes nucleares nestas células.

O corpo gorduroso esta distribuido entre a epiderme e os musculos
intersegmentais e entre os 6rgdos sendo as células constituintes separadas entre
trofocitos e endcitos (Richardi et al., 2015). As células mais numerosas sao os trofdcitos,
onde os parietais em Chironomus thummi apresentaram relagcdo com a produgao de
hemoglobinas (Schin et al., 1977; Vafopoulou-Mandalos & Lauder 1984) e em Anopheles
gambiae e Drosophila melanogaster envolvidos em processos de detoxificagdo (Lycett
et al., 2006; Chung et al., 2009). Ja os trofécitos viscerais demonstraram relagdo com o
metabolismo energético e processos de desintoxicagdo (Cruz-Landim, 2009). Os
enocitos estdo dispersos entre o corpo gorduroso parietal, em pequenos grupos ou
isolados. As células que ocorrem em grupo séo grandes e globulares devido a presenga
de citoplasma perinuclear basdfilo, e podem estar relacionadas com a sintese proteica
(Richardi et al., 2018). As células isoladas podem estar relacionadas com a sintese de
acidos graxos e hidrocarbonetos para a cuticula (Cruz-Landim, 2009; Makki et al., 2014)
ou armazenamento de hemoglobina (Schin et al., 1977).

As alteracdes encontradas nas larvas submetidas ao sedimento do Rio Doce
envolvendo trofdcitos e endcitos podem ser justificadas por trés hipéteses: lipofilicidade
de contaminantes organicos, efeitos do metabolismo envolvendo processos de
detoxificacao e efeitos do metabolismo para o desenvolvimento em pupa. A vacuolizagao
das células em C. sancticaroli foi observada tanto em trofécitos (Richardi et al., 2018)
quanto em endcitos (Signorini-Souza et al., 2020) de larvas expostas ao hidrocarboneto
policiclico aromatico fenantreno e a éteres difenil polibromados. Uma das caracteristicas
em comum desses compostos com aqueles organicos (principalmente HPAs) analisados
por Yamamoto et al. (2023b) nos pontos de coleta dos sedimentos utilizados na presente
pesquisa, € a lipofilicidade destes contaminantes e a afinidade por estruturas ricas em
lipidios dentro dos organismos (Atsdr, 2004; Jesus et al., 2022), que podem gerar
bioacumulagdo e danos. As alteragdes envolvendo o corpo gorduroso estiveram em
maior quantidade nos pontos do médio Rio Doce, pontos estes que estiveram fortemente
correlacionados com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos encontrados em maior
quantidade nestes pontos da bacia (Yamamoto et al., 2023b)

A segunda hipdtese sugere que a exposi¢ao das larvas aos sedimentos contendo
uma ampla gama de contaminantes pode ter desencadeado o aumento do metabolismo
energético nas células do corpo gorduroso responsaveis pela secre¢géo, armazenamento

e desintoxicacao de substancias organicas presentes no corpo do inseto ocasionando o
152



aumento da vacuolizagao e alteragbes nucleares (Skowronek et al., 2021). Silva et al.,
(2017) observaram a presencga de vacuolos autofagicos associados a depodsitos de
lipofuscina que resultam da degeneragao mitocondrial, em maior proporgcao do que no
controle, dentro das células do corpo adiposo em Spodoptera frugiperda exposta a dleo.

A relagéo de alteragbes no corpo gorduroso de chironomideos e a exposigao a
diferentes contaminantes organicos e inorganicos foi observado em diversos trabalhos.
Sumi et al. (1984) e Seidman et al. (1986) observaram associacao de Cd ao corpo
gorduroso em C. yoshimatsui e C. riparius. Lavarias et al. (2017) observaram aumento
na quantidade de células no corpo gorduroso de C. calligraphus exposto ao piretroide
cipermetrina. Richardi et al. (2018) observaram alteragao nucleares trofécitos de larvas de
C. sancticaroli expostas ao fenantreno. Grueso-Gilaberth et al. (2020) observaram perda
nuclear e ruptura dos endcitos, vacuolizagdo dos trofécitos viscerais e parietais de
Polypedilum sp. expostas a contaminantes de mineragdo. Stojanovic et al. (2021)
observaram espacos intercelulares nas células do corpo gorduroso em larvas de C.
riparius expostas a nanoparticulas de TiO2, vacuolos no citoplasma e pequenos nucleos
nas células expostas a nanoparticulas de Fe304 e CeO2.

A ultima hipotese esta relacionada com a fungdo fundamental de armazenamento
que o corpo gorduroso possui nos insetos holometabolos. Durante os estagios larvais
em que estes organismos se alimentam, reservas de energia sdao acumuladas para
serem utilizadas durante a metamorfose provendo energia para o novo adulto (Arrese &
Soulages, 2010). A variedade de capacidades sintéticas do corpo gorduroso € igualada
por uma variedade igual de compartimentos ou vacuolos derivados do sistema vacuolar.
O corpo gorduroso tem pelo menos 11 especializagdes de compartimentos especificos da
regido pos-transicdo e duas ou trés na regiao pré-transi¢cao (Locke, 1984). A presenga
desses vacuolos em larvas expostas aos sedimentos de todos os pontos ao longo da
bacia, e auséncia no controle pode sugerir, portanto, que as larvas poderiam estar
proximas da metamorfose em pupa.

Apesar da realizacdo de diversos estudos dos impactos da poluicdo na bacia,
poucos trabalhos consideram a co-exposigao dos compostos organicos e inorganicos
presentes no Rio Doce (Yamamoto et al., 2022b, 2023b). Os resultados gerados no
presente estudo demonstraram a importancia desta analise para uma interpretagao
adequada das alteragdes das respostas de biomarcadores em organismos expostos a
multiplos contaminantes presentes nos sedimentos do Rio Doce. Igualmente ha numero

reduzido de publicacdes analisando o impacto desses multiplos contaminantes sobre
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invertebrados de aguas continentais, considerando todos os trechos do rio, este
representa o primeiro trabalho com chironomideos expostos aos contaminantes da bacia
do Rio Doce utilizando sedimentos que receberam volume expecionalmente elevado de
residuos de rejeitos de mineragao em unico evento.

A exposicdo das larvas a estes rejeitos, evidenciaram o efeito nos tecidos
provocados pela presenca fisica dessas particulas de sedimento intracelularmente. Além
disso, associados as substancias liberadas pelas areas urbanas e industrias ao longo da
bacia do Rio Doce podem ter comprometido o funcionamento ideal da maquinaria dos
processos geneéticos e fisiologicos do organismo para que essas alteragbes pudessem

ser evitadas.

5. CONCLUSOES

A exposig¢ao subcrdnica aos sedimentos provenientes da bacia do Rio Doce,
principalmente naqueles localizados no médio Rio Doce, causaram os maiores scores
de alteragdes dos biomarcadores em larvas de C. sancticaroli. Este segmento do rio &
influenciado por contaminantes orgéanicos introduzidos por diferentes atividades
antrépicas como industrias e a presenga de centros urbanos, além da presenca de
metais, encontrados ao longo de toda a bacia. Os dados informam que a avaliagao de
toxidade de sedimentos com a utilizagdo de organismo bentdnico e o IBR é necessaria e
relevante na interpretagao de biomarcadores em sedimentos com composi¢ao complexa.
As analises multivariadas mostraram forte associacdo entre os biomarcadores de
biotransformagao de compostos organicos nos pontos localizados no médio Rio Doce,
enquanto a expressdo génica das hemoglobinas e metalotioneina apresentaram os
maiores niveis nos pontos do alto Rio Doce, associadas principalmente com a atividade
histérica de mineragao na regiao ao longo do tempo. O principal efeito histopatélogico
observado nas larvas de Chironomus sancticaroli expostas aos sedimentos da bacia do
Rio Doce foi a presenga de granulos do sedimento, nas células do intestino médio. A
diversidade particulada dos sedimentos utilizados na presente pesquisa, com a presenca
de grande diversidade de metais e metaloides podem explicar estas alteragbes pelo
efluxo de ions carreados pelas proteinas das células. Estes metais estio distribuidos ao
longo de toda a bacia do Rio Doce provenientes da composi¢cao natural do solo e da

intensa atividade de extracdo de minérios na regidao, em especial pelo rompimento da
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barragem do Fundéao, onde milhées de metros cubicos de rejeitos foram carreados ao
longo do rio ocasionando o revolvimento desse sedimento. Essas alteragbes do sistema
digestorio e as alteragbes nas células do corpo gorduroso em maior frequéncia nos
pontos do médio Rio Doce, podem indicar que a complexicidade quimica dos sedimentos
neste segmento do rio, com presenga de contaminantes inorganicos e organicos, que
parecem potencializar os efeitos nas células causando multiplos efeitos subletais que

geraram alteragdes teciduais.
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CONCLUSOES GERAIS

A bacia do Rio Doce € historicamente negligenciada quanto a impactos
ambientais ocasionadas por atividades antropicas. Durante mais de trés séculos as
atividades vinculadas a extragao e processamento de minérios predominam no alto Rio
Doce. Estas atividades sao facilmente observadas pelas alteragdes geomorfolégicas da
paisagem e pelas inumeras barragens construidas ao longo das cidades, muitas das
quais, com risco de rompimento.

Em 2015, o rompimento da barragem de rejeitos de extragao de minérios de ferro
Fundao, em Mariana (MG), carreou ao longo de toda a bacia residuos desses rejeitos e
ocasionou o revolvimento do sedimento que estava depositado no fundo,
ressuspendendo diversos contaminantes que foram alojados durante os ultimos
séculos.

Conforme observado pelas analises multivariadas a composi¢gdo quimica de
todos os sedimentos coletados ao longo de seis pontos da bacia é influenciada por
metais, principalmente no alto Rio Doce préoximo ao rompimento da barragem do
Fundado. Além dos metais, produtos quimicos organicos como HPAs e piretroides,
introduzidos por outras atividades humanas parecem influenciar fortemente na
composi¢cao quimica dos sedimentos do médio Rio Doce, onde ha presenca de
industrias e centros urbanos sem tratamento adequado de esgoto, os quais acabam
sendo diluidos nos rios que abrangem a bacia do Rio Doce, como no seu rio principal,
Rio Doce.

Esta complexa mistura de contaminantes inorgénicos e organicos
comprometeram a sobrevivéncia e alteraram o desenvolvimento de Chironomus
sancticaroli, organismo bentdnico intrinscicamente associado a esses sedimentos.

Através das analises histolégicas foi possivel observar que grande parte do
sedimento estava concentrado no sistema digestério da larva e em menor quantidade
em granulos e gréos no citoplasma das células do intestino e tubulos de Malpighi. Isto
pode ser explicado pelo habito alimentar detritivoro e ao efluxo de metais por trocas
idnicas para o interior das células. A frequéncia das alteragbes do sistema digestorio e
as alteragdes nas células do corpo gorduroso foram maiores nos pontos do médio Rio
Doce, podendo indicar que a complexicidade quimica dos sedimentos neste segmento

do rio, parecem potencializar os efeitos nas células.
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No médio Rio Doce também foi constatado a presenca de maiores niveis de
matéria organica e a granulometria do sedimento mais fina que podem ter corroborado
para que os contaminantes estivessem mais associados aos sedimentos, biodisponiveis
e que fossem mais facilmente ingeridos pelos organismos. Este segmento do rio,
também apresentou os maiores scores de alteragdes subletais em diferentes
biomarcadores, principalmente nos biomarcadores de biotransformacéo de compostos
organicos e estresse oxidativo, enquanto a expressdao génica das hemoglobinas e
metalotioneina apresentaram os maiores niveis nos pontos do alto Rio Doce, associadas
principalmente com as atividades de mineragéo passadas e atuais.

Ao que tudo indica os sedimentos da bacia parecem influenciar fortemente o
organismo bentdnico utilizado nesta pesquisa. O alto rio possui elevada concentragao
de metais na composi¢cdo, alguns superiores aos valores maximos permitidos em
legislacdo, contudo os pontos do médio Rio Doce parecem causar mais efeitos,
observados a niveis subletais e letais observados em C. sancticaroli.

Politicas publicas voltadas para o saneamento urbano, fiscalizagdo de atividades
poluidoras e potencialmente poluidoras, bem como a fiscalizacdo para que desastres
socioambientais ndo ocorram novamente, podem mitigar os danos ambientais crénicos
na bacia do Rio Doce. Proporcionar o desenvolvimento sustentavel da regido,
corroborando para o bem estar social e ambiental, e para a gestado eficiente dos
multiplos usos dos recursos hidricos € necessario para que as futuras geracdes e os

seres Vivos que vivem nesses ambientes possam continuar coexistindo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Capitulo |

Tabela S1. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
C -3.5261 -0.9209
GUA 3.4918  -3.4265
CAN 2.992 0.1686
NAQ 2.3742  2.2084
C -3.5586 -1.0606
REF -1.3541 0.8863
GOV 0.70683 1.5333
AIM -1.126  0.61124

Tabela S2. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
das variaveis inorganicas bioconcentradas nas larvas.

PC 1 PC 2
Ba 0.23188  -0.3594
Ca 0.1643  0.3666
Cd 0.1861  -0.1046
Cr 0.2991  0.2421
Cu 0.2880  0.1159
Fe 0.3424  -0.0680
K 0.2309  -0.2380
Li 0.3128  0.0647
Mg 0.1750  0.3093
Mn 0.2288  -0.3853
Na 0.3136  -0.1761
P -0.3157  -0.0041
Pb 0.1210  0.2822
S 0.1125  0.4134
Se 0.2478  -0.1804
Zn 02717 -0.1719

Tabela S3. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
GUA -4.638 2.0637
CAN 0.2139 -0.3710
NAQ 0.2006 -0.6659
REF 3.1646 1.1932
GOV 2.2493 0.9783
AIM -1.1905 -3.1984

207



Tabela S4. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
das variaveis inorganicas nas amostras de sedimento.

PC 1 PC 2
Al 0.3367 0.1249
As -0.2653 0.3081
Cd -0.2313 0.4080
Cr 0.2045 0.0930
Cu 0.1626 0.3236
Fe -0.2485 0.3810
Hg -0.2902 0.2747
Mn -0.2935 0.3074
Ni 0.1031 0.1265
Pb 0.2236 0.3299
Sc 0.3337 0.1471
Ti 0.3189 0.1529
Vv 0.3310 0.1664
Zn 0.2807 0.3109

Tabela S5. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
GUA -3.5883 -0.1605
CAN -2.3154 -0.3872
NAQ 4.3427 2.5074
REF -2.6894 1.3587
GOV 4.9527 -1.9519
AIM -0.7023 -1.3665

Tabela S6. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos hidrocarbonetos policiclicos armaticos nas amostras de sedimento.

PC1 PC 2
Naf -0.1242 0.0005
1MNaf -0.1267 -0.0281
2MNaf -0.1733 0.1778
Aci 0.2455 -0.1193
Ace 0.1815 -0.0413
Fl 0.2165 0.2620
DBT 0.2101 0.0462
Fen 0.2462 0.2075
Ant 0.2488 0.1969
Fltr 0.2269 0.2927
Pir 0.2404 0.2428
BeP 0.2648 -0.0347
BaP 0.1533 0.4391
lcdP 0.2428 -0.2347
DahA 0.2379 -0.2437
BghiP 0.2408 -0.2427
BaA 0.2644 0.0603
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Cri

Per
BbF
BkF

0.2536
0.0329
0.2348
0.2541

-0.151
0.4037
-0.2713
-0.1539

Tabela S7. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
GUA -2.0587 -0.10812
CAN -0.0794 0.20661
NAQ 0.1823 1.6307
REF -0.0452 -1.1168
GOV 3.1665 -0.29265
AlM -1.1655 -0.3197

Tabela S8. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos piretroides nas amostras de sedimento.

PC 1 PC 2
PER 0.42901 0.2069
CYF 0.54622 -0.06436
CYP 0.33074 0.78057
DEL 0.40377 -0.56027
BIF 0.49515 -0.17278

Tabela S9. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
GUA -6.503 2.972
CAN -1.821 -0.700
NAQ 4.240 2.839
REF -1.036 -6.056
GOV 6.845 0.183
AIM -1.700 0.791
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Tabela S10. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos contaminantes (metais, metaloides, piretroides, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos) e matéria organica nas amostras de sedimento.

PC 1 PC 2
As -0.11894 0.16929
Cd -0.10752 0.11942
Cr 0.21506 0.032882
Cu 0.087685 -0.07461
Mn -0.15105 0.14351
Ni 0.12193 0.059856
Pb 0.040062 -0.24937
Sc 0.096668 -0.28995
Ti 0.068947 -0.30792
Vv 0.11022 -0.25758
Zn 0.12636 -0.19861
Fe -0.125 0.1184
Hg -0.16129 0.11772
Al 0.12217 -0.2637
PER 0.15747 -0.10037
CYF 0.1805 -0.04611
CYP 0.18853 0.13178
DEL 0.1338 -0.22669
BIF 0.15951 0.008954
OrgMatter 0.069102 -0.28923
Naf -0.14627 0.1272
1MNaf -0.15153 0.1449
2MNaf -0.12309 -0.12671
Aci 0.20358 0.075631
Ace 0.11888 0.14284
Fl 0.1922 -0.02218
DBT 0.15347 0.17706
Fen 0.2016 0.077687
Ant 0.1863 0.13941
Fltr 0.16521 0.13862
Pir 0.17811 0.13758
BeP 0.20203 0.13242
BaP 0.098188 0.13709
lcdP 0.19478 0.090284
DahA 0.19757 0.073203
BghiP 0.19703 0.080931
BaA 0.20453 0.12561
Cri 0.21163 0.069176
Per 0.065398 -0.20985
BbF 0.18862 0.087203
BkF 0.19643 0.11769

210



Tabela S11. Variéncia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2 PC 3
GUA -5.9375 -1.424 3.7587
CAN -1.9484 0.0108 -2.1416
NAQ 3.8247 -2.6778 0.5779
REF -0.3628 6.1891 -0.06
GOV 6.4247 -0.1071 1.3817
AlM -2.0007 -2.081 -3.5167

Tabela S12. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos contaminantes (metais, metaloides, piretroides, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos) e matéria organica nas amostras de sedimento e os parametros biolégicos.

PC 1 PC 2 PC3
Al 0.13282 0.24637 -0.01928
As -0.11729 -0.09693 0.25632
Cd -0.09996 -0.02951 0.34219
Cr 0.21403 -0.02522 0.09464
Cu 0.092007 0.095821 0.12146
Fe -0.11736 -0.03021 0.32799
Hg -0.15589 -0.04514 0.25652
Mn -0.14597 -0.06382 0.28285
Ni 0.11759 -0.05448 0.051286
Pb 0.056545 0.2741 0.13556
Sc 0.10795 0.27044 -0.03451
Ti 0.080734 0.28679 -0.04785
% 0.11856 0.23609 -0.04084
Zn 0.13878 0.21776 0.13557
PER 0.15396 0.056108 -0.13585
CYF 0.17823 0.029152 -0.00072
CYP 0.18475 -0.11706 0.10157
DEL 0.14318 0.21445 0.012938
BIF 0.15882 -0.00081 0.10155
OrgMatter 0.082014 0.27793 -0.00271
Naf -0.1399 -0.4606 0.2934
1MNaf -0.1467 -0.0672 0.2762
2MNaf -0.1164 0.1942 0.2013
Aci 0.2011 -0.0625 0.1198
Ace 0.1071 -0.1830 -0.1434
FI 0.1962 0.0361 0.1101
DBT 0.1488 -0.1435 0.1729
Fen 0.1989 -0.0713 0.0728
Ant 0.1817 -0.1281 0.0854
Fltr 0.1608 -0.1285 0.0689
Pir 0.1735 -0.1282 0.0724
BeP 0.1946 -0.1402 0.0212
BaP 0.0945 -0.1265 0.0424

lcdP 0.1883 -0.1008 0.0209
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DahA
BghiP
BaA
Cri

Per
BbF
BkF
Larvas
Pupas
Adultos

Sobrevivéncia

0.1926
0.1913
0.1997
0.20714
0.076658
0.18163
0.18835
-0.09206
0.077291
-0.04816
-0.09264

-0.0766
-0.0876
-0.1177
-0.07249
0.20328
-0.10211
-0.13325
-0.21901
0.2139
0.000515
-0.18634

0.0537
0.0387
0.0848
0.054199
-0.00759
0.002381
-0.00633
-0.20007
0.17246
-0.1574
-0.20375

Tabela S13. Variédncia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2
GUA -5.9375 -1.424
CAN -1.9484 0.0108
NAQ 3.8247 -2.6778
REF -0.3628 6.1891
GOV 6.4247 -0.1071
AIM -2.0007 -2.081

Tabela S14. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos contaminantes (metais, metaloides, piretroides, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos) e matéria organica nas amostras de sedimento e os parametros bioldgicos.

PC 1 PC 2
Al 0.20931 0.32138
Ba 0.20449 -0.26793
Ca 0.017381 0.4118
Cd 0.32466 0.090056
Cr 0.197 0.3007
Cu 0.26201 0.24912
Fe 0.31481 0.036427
K 0.24451 0.008515
Li 0.26985 0.019096
Mg 0.020023 0.20374
Mn 0.21537 -0.25758
Na 0.33116 -0.04539
P -0.28778 0.23346
Pb 0.055672 0.34845
S -0.29694 0.19952
Se 0.16308 -0.19096
Zn 0.030873 0.22462
Larvas 0.12127 -0.14461
Pupas -0.23412 -0.08986
Adultos 0.18678 0.1019
Sobrevivéncia 0.083687 -0.2026
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Tabela S15. Trabalhos realizados no Rio Doce e entornos com diferentes organismos
apo6s o rompimento da Barragem do Fundao (2015).

Organismo Exposicdo Tempo Efeito Referéncia
Allium cepa In loco Crbnico Danos em DNA e Seguraetal.,
micronucleos 2016
Comunidades bénticas In loco 2 periodos apés Comunudade microbial Matthews-
marinhas o desastre Cascon et
al., 2018
Allium cepa Agua 24 h Alteragbes nos indices Quadra et
coletada no mitdticos e de fase e al., 2018
Rio Doce aumento nas
aberragoes
Cromossémicas
Peixe de &gua doce Agua 96 h Aumento no numero de  Gomes et al.,
(Geophagus coletada no micronucleos no 2018
brasiliensis) Rio Doce eritrocito
Microbioma de agua In loco 3 periodos apdés Comunidade microbial Cordeiro et
doce o desastre al., 2018
Peixe de agua doce Elutriado e Subcrénico Inibicdo de AChE, Passosetal,
(Astyanax lacustris) agua bioacumulagao de 2020
metais
Peixes de agua doce In loco Croénico Metalotioneina, Weber et al.,
(Hoplias CYP1A, CAT, SOD, 2020
intermedius e Hyposto Histopatologias
mus affinis)
Peixes de agua doce In loco Cronico Concentragao de Ferreira et
metais no musculo al., 2020
Peixes estuarinos In loco Cronico Comunidade e Andrades et
populagao al., 2020
Microbioma In loco 2 periodos apds  Diversidade, Giongo et al.,
o desastre abundancia e estrutura 2020
Zooplancton marinho In loco Agudo —coleta 5 Abundancia e Fernandes et
dias apos o diversidade al., 2020
rejeito chegar ao
oceano
Peixe de agua doce Agua Subcrénico Alteragdo histologica, Macédo et
(Astyanax lacustris) coletada no imunorreagao em a., 2020
Rio Doce HSP70 alteragdo em
NKA
Microcrustaceos, peixe Agua Agudo e crénico  Reproducao, Mendes et
e bactéria coletada no crescimento e al., 2020
Rio Doce mortalidade
Peixe de agua doce Inloco Cronico Maturacao das Mergon et
(Astyanax lacustris) gbnadas e al., 2021
histopatologia
Girinos (Lithobates Elutriado Agudo e crénico  Desenvolvimento, Girotto et al.,
catesbeianus) taxas de respiragao, 2020
desempenho na
natacao e
comportamento de
evitagao
Perifiton In loco 2 periodos apés Comunidade perifitica Zorzal-
o desastre Almeida &
Fernandes
2021
Alga, microcrustaceos, Agua e Agudo e cronico Acumulagdo de metal, Vergilio et
peixe, Allium cepa sedimento citogenotoxicidade e al., 2021
coletados no mutagenicidade
Rio Doce.
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Comunidade
planctonica

Cominidade
planctonica marinha
Peixe marinho e recife
de corais

Peixe estuarino

Peixe de agua doce
(Astyanax lacustris)

Elasmobranchia
marinho

Zooplancton marinho

Microbioma da agua e
sedimento marinho

Tartaruga marinha
(Caretta caretta)

Comunidde
ictioplantonica marinha
Golfinho marinho

Embrides de peixe de
agua doce (Rhamdia
quelen)
Microorganismos

Peixes de agua doce

Peixes de agua doce

Molusco Corbicula

fluminea

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

In loco

Elutriado

In loco

In loco

In loco

Sedimento
coletado
Rio Doce

Retirada de
amostras ao
longo de 1 ano
6 periodos apoés
o desastre
Crbnico

Crénico

Retirada de
amostras ao
longo de 1 ano
Cronico

4 periodos apos
o desastre

Trés anos apos
0 rompimento da
barragem
Cronico

4 periodos apés
o desastre

2 periodos apoés
o desastre

96 h

Crobnico

Croénico

Croénico

Subcrénico (14

no dias)

Abundancia,
composi¢ao e
diversidade

LPO, inducéo de MT

Composigao de
espécies, abundancia
e diversidade

Concentragao de

metais em otdlitos
Bioconcentragéao,
atividade de CAT e
GST,

Metalotioneina e
subcelular
concentracao de
metais

Riqueza, diversidade,
concentragao de
metais,

Abundancia

Parasitismo,
alteragdes
morfolégicas,
concentragao de
metais

Diversidade e
abundancia

Alteracao bioacustica
Deformidades, danos
em DNA

Abundancia de grupos
associados a presenca
de metais
Concentragao de
metais no musculo
Aumento da expressao
de Metalotioneina,
danos em DNA,
peroxidagao lipidica,
atividade de AChE,
GST e GSH
Bioacumulagao de
metais

Bonecker et
al., 2022a

Marques et
al., 2022
Condini et
al., 2022

Daros et al.,
2022
Mergon et
al., 2022

Hauser-
Davis et al.,
2022

Rocha et al.,
2022

Fernandes et
al., 2022

Miguel et al.,
2022

Bonecker et
al., 2022b
Amorim et
al., 2022

Yamamoto et
al., 2022a

De Almeida
etal., 2023

Mouréo et
al., 2023
Yamamoto et
al., 2023b

Pauly et al.,
2023
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Capitulo Il

Tabela S1. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4 PC5
GUA -6.7132 21227 3.8315 0.0664 0.6687
GUA -6.8191 2.7825 3.5793 0.80299 0.7517
GUA -6.7771 2.5917 2.8879 0.59405 0.4603
GUA -6.947 2.2497 4.3119 0.48311 0.2488
GUA -7.0917 2.8956 3.7331 0.28312 0.6830
GUA -7.3098 3.083 2.8613 1.331 0.2977
GUA -6.2446 2.2712 3.7127 -0.3166 1.0579
GUA -6.6126 2.7817 3.0717 0.8187 0.5824
GUA -7.0741 3.1882 3.1112 0.7684 0.6182
GUA -6.4202 2.5137 3.7165 1.0064 0.8189
CAN -2.3011 -0.2795 -2.2644 0.6049 -3.9587
CAN -2.1653 -0.1985 -1.6284 -0.0659 -4.1426
CAN -2.2016 0.0317 -2.0865 0.14736 -3.7217
CAN -2.0239 -0.3120 -1.7678 -0.1051 -3.5477
CAN -2.278 -0.2210 -2.1395 0.4633 -3.9135
CAN -2.1316 -0.4073 -1.7566 0.05600 -3.8009
CAN -2.342 -0.2788 -2.3315 0.4016 -4.1484
CAN -2.2271 -0.5437 -1.5542 -0.2295 -4.3266
CAN -2.2428 0.3439 -2.2658 0.3575 -4.2538
CAN -3506 -0.0934 -2.0899 0.0517 -3.92
NAQ 3.6701 3.7766 -2.472 3.4392 0.9936
NAQ 3.9467 4.1191 -2.5732 3.9056 1.1756
NAQ 3.9194 3.9348 -.2563 3.8733 1.1206
NAQ 4.0722 3.4559 -2.0735 2.098 1.1616
NAQ 4.047 3.2954 -1.8884 2.3796 1.3149
NAQ 3.9649 3.59 -2.2125 2.6765 1.3293
NAQ 3.9238 3.2741 -1.8584 2.673 1.2788
NAQ 3.9714 2.8839 -1.9287 2.943 1.8402
NAQ 4.1352 3.4907 -1.8761 3.0044 1.2208
NAQ 3.707 3.2029 -1.5967 3.6543 1.6318
REF -1.191 -5.7326 -0.1953 1.685 0.31169
REF -0.8938 -6.1404 -0.0280 1.9531 0.7777
REF -0.8480 -6.3224 0.26422 1.4812 1.105
REF -0.8107 -6.4465 -0.21432 1.8849 0.9111
REF -0.6085 -6.928 -0.02899 1.9559 1.4199
REF -0.6270 -6.9178 0.40035 1.2733 1.6163
REF -0.8389 -6.5436 -0.0650 1.7497 1.088
REF -0.6056 -6.8366 0.08091 1.1531 1.5262
REF -0.3977 -7.1267 0.5156 1.1448 1.7798
REF -0.7696 -6.2866 -0.1633 1.5982 1.1412
GOV 6.9473 0.3482 2.929 -1.175 -1.2734
GOV 7.4705 -0.2873 3.6014 -1.7827 -0.5690
GOV 7.3575 -0.4510 3.4981 -1.4948 -0.4374
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GOV 7.5056 -0.3536 4.001 -1.9447 -0.6333

GOV 7.4987 -0.1363 3.4782 -1.9183 -0.7023
GOV 7.264 0.1412 3.0264 -1.7219 -1.0202
GOV 7.5273 0.5626 3.386 -2.0469 -1.4115
GOV 7.3334 0.06615 2.8215 -1.6583 -0.9573
GOV 7.2285 0.0299 3.131 -1.6353 -0.9598
GOV 6.8481 -0.0609 2.1486 -0.6807 -1.0456
AIM -1.5409 0.7571 -2.6514 -3.7751 1.5932
AIM -2.0454 0.8166 -2.9408 -3.4258 0.9106
AIM -1.5458 0.7784 -2.5941 -3.8616 1.5112
AIM -1.0848 0.4269 -2.5005 -4.2024 2.0161
AIM -1.532 0.7872 -2.8299 -3.3214 1.6138
AIM -1.3891 0.5172 -2.7939 -3.8205 2.0245
AIM -1.2172 0.0615 -2.5406 -3.9994 2.2855
AIM -1.3105 0.2060 -2.6397 -3.9412 2.2896
AIM -1.3579 0.5534 -2.6888 -3.7888 2.0538
AIM -1.4505 0.97307 -2.6041 -3.8508 1.5128

Tabela S2. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings dos
contaminantes (metais, metaloides, piretroides, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos)
e matéria organica nas amostras de sedimento e os biomarcadores bioquimicos e
moleculares.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4 PC5
AchE -0.3398 0.6039 0.0063 -0.0833 -0.2532
ESTalfa 0.44 -0.2447 0.6340 -0.2935 0.2809
ESTbeta 0.3996 -0.5543 0.3691 -0.3545 0.3374
GST -0.2391 -0.0033 0.6855 -0.0036 0.0461
LPO 0.6173 -0.1032 0.0826 -0.3040 0.0974
SOD 0.3174 0.1934 0.4595 -0.5408 -0.3880
CAT -0.1027 -0.0455 -0.0758 0.5635 -0.1028
DanosDNA  0.1548 -0.6491 0.2136 -0.1752 0.2456
HbC -0.5708 -0.3414 -0.0500 0.1568 -0.4885
HbE 0.1072 0.4419 -0.2513 0.5424 0.0388
MT -0.4510 0.2114 0.3055 0.0400 0.0885
As -0.5573 0.4937 0.4906 0.3181 -0.3006
Cd -0.4830 0.2994 0.7608 0.3001 0.04550
Cr 0.9319 0.1397 0.1942 0.2423 -0.1179
Cu 0.3617 -0.1743 0.3460 0.3958 -0.7410
Mn -0.6756 0.3715 0.5923 0.2049 0.0932
Ni 0.4927 0.2593 0.0704 0.3169 -0.7500
Pb 0.2089 -0.7824 0.4307 0.3206 0.1986
Sc 0.4504 -0.8552 0.0334 0.2364 -0.0406
Ti 0.3304 -0.9129 0.0269 0.2049 -0.0893
\ 0.4942 -0.7327 0.0327 0.2549 -0.3869
Zn 0.5760 -0.6026 0.4383 0.3213 -0.0044
Fe -0.5595 0.2954 0.6958 0.3107 0.1167
Hg -0.7056 0.2719 0.6230 0.0199 0.1866
Al 0.5647 -0.7816 0.0517 0.2214 0.0939
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PER
CYF
CYP
DEL
BIF
MatOrg
Naf
1MNaf
2MNaf
Aci
Ace

Fl

DBT
Fen
Ant
Fltr

Pir
BeP
BaP
lcdP
DahA
BghiP
BaA
Cri
Per
BbF
BkF

0.6740
0.8003
0.8016
0.6289
0.7211
0.3458
-0.6470
-0.672
-0.5230
0.8935
0.5267
0.8373
0.6361
0.8592
0.7914
0.6934
0.7535
0.8819
0.3888
0.8682
0.8776
0.8766
0.8834
0.9335
0.3025
0.8441
0.8686

-0.2141
-0.1196
0.4443
-0.7028
-0.0019
-0.8913
0.3107
0.3657
-0.438
0.2341
0.4397
-0.0311
0.5771
0.2948
0.4688
0.4759
0.4679
0.4192
0.4837
0.2628
0.2148
0.2364
0.4095
0.2170
-0.6116
0.2498
0.3584

-0.2708
0.2737
0.0104
0.2636
0.5654
0.1816
0.6489
0.6148
0.4347
0.3731
-0.4152
0.0937
0.2739
-0.0363
-0.0386
-0.1652
-0.1108
0.008
-0.3661
0.2136
0.3150
0.2714
0.0917
0.2397
-0.1951
0.1998
0.0540

0.1182
-0.2062
0.3657
-0.033
-0.3199
0.0840
0.1685
0.1163
0.4053
-0.0143
-0.3517
0.4710
0.3281
0.4090
0.3454
0.4483
0.3869
-0.0717
0.6106
-0.3354
-0.2694
-0.3026
0.1562
-0.1360
0.5000
-0.4068
-0.2728

-0.6351
-0.4696
0.1458
0.14492
-0.2022
0.17
0.1759
0.1389
0.3474
-0.0542
0.4741
0.2469
-0.2666
0.0282
0.1672
0.2342
0.2109
0.1949
0.2933
0.0889
-0.0480
0.0102
0.1302
-0.0131
0.4799
0.0806
0.1800

Tabela S3. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos

pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4 PC 5
GUA -4.1861 0.9009 2.0115 2.2123 -0.2027
GUA -4.147 -0.3115 2.6552 2.4424 -0.5162
GUA -4.1804 -0.4003 2.1288 1.3054 -0.3849
GUA -4.4296 0.7294 2.6235 3.0305 1.1708
GUA -4.4181 -0.0307 3.3483 2.0558 -1.9474
GUA -4.6735 -1.5209 3.1181 1.6474 -1.3891
GUA -3.6022 1.11 1.8685 1.8368 -0.8739
GUA -3.9397 -0.5597 2.2942 1.7655 -0.1128
GUA -4.351 -0.9754 3.3128 1.5925 -2.0585
GUA -3.7658 -0.0569 1.9532 2.9227 0.7118
CAN -2.9973 -1.3589 0.2146 -1.8322 1.9145
CAN -2.8107 -0.5200 0.8821 -1.6938 2.1081
CAN -2.782 -1.1245 0.7587 -1.9793 1.0051
CAN -2.6514 -0.4624 0.3600 -1.6696 1.1332
CAN -2.9496 -1.2286 0.3923 -1.8127 1.7167
CAN -2.8123 -0.5294 0.3346 -1.5913 1.7054
CAN -3.0534 -1.2645 0.349 -2.1922 1.8327
CAN -2.9744 -0.1169 0.5847 -1.7518 2.5311
CAN -2.7862 -1.6164 1.2678 -2.2818 1.7027
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CAN -2.9915 -1.0091 0.7939 -2.144 0.9263

NAQ 4.239 -4.6919 -0.2295 0.1306 -0.2852
NAQ 4.6375 -5.2583 -0.2055 0.4361 -0.0082
NAQ 4.5655 -4.9254 -0.2338 0.8377 0.4744
NAQ 4.6419 -3.1444 -0.3403 -0.4353 -1.0266
NAQ 4.5831 -3.1249 -0.6131 0.1506 -0.7171
NAQ 4.5555 -3.7699 -0.4168 -0.0593 -1.0485
NAQ 4.4355 -3.3354 -0.6465 0.4408 -0.3935
NAQ 4.4154 -3.2758 -1.5795 0.8725 -0.7939
NAQ 4.7186 -3.6877 -0.5582 0.6723 2.2357
NAQ 4.1909 -3.9214 -0.8686 1.7311 -0.0708
REF -3.1574 -0.0487 -1.843 0.4337 0.4482
REF -2.9035 0.2213 -2.775 1.1464 0.8566
REF -2.8657 0.9051 -2.923 1.2702 0.0925
REF -2.8867 0.4148 -3.4243 0.9379 0.5497
REF -2.7534 0.8508 -4.3127 1.4992 0.4545
REF -2.7385 1.6057 -3.9356 1.4272 -0.3147
REF -2.927 0.6558 -3.4709 1.0882 0.3058
REF -2.706 1.4523 -3.9333 0.9557 -0.5943
REF -2.5225 1.9768 -4.3253 1.6731 -0.1067
REF -2.781 0.5441 -3.1623 0.8134 -0.1907
GOV 5.5727 2.0634 1.4964 0.3255 0.7675
GOV 6.0588 3.5026 0.5588 1.0453 0.6265
GOV 5.8915 3.3189 0.1897 1.226 0.5003
GOV 6.0891 3.9098 0.7350 1.3946 0.9315
GOV 6.1196 3.4185 0.8054 0.6858 0.5464
GOV 5.8955 2.7278 1.1914 0.0684 0.3167
GOV 6.2916 2.9839 2.019 0.1019 1.2454
GOV 5.952 2.649 0.8552 -0.0898 0.3266
GOV 5.8338 2.8155 1.0235 0.3437 0.5512
GOV 5.3428 1.513 0.2816 -0.1111 0.4431
AIM -0.5974 1.0633 0.3028 -2.3212 -1.3028
AIM -1.1965 0.4596 0.6889 -2.6879 -0.7852
AIM -0.6008 1.1247 0.4534 -2.3825 -1.2887
AIM -0.1404 1.8185 -0.3079 -2.2861 -1.5084
AIM -0.5917 0.5736 0.1484 -2.1779 -1.1455
AIM -0.4690 1.2184 -0.3584 -2.36 -1.9345
AIM -0.3714 1.8589 -0.9939 -2.0256 -1.822
AIM -0.4397 1.6493 -0.8470 -2.1064 -1.9607
AIM -0.4208 1.2344 -0.2706 -2.1792 -1.8023
AIM -0.4583 1.0002 0.6542 -2.449

Tabela S4. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings dos
contaminantes hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e dos biomarcadores
bioquimicos e moleculares.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4
AChE -0.16217 -0.27842 0.71802 -0.17587
ESTalfa 0.40574 0.70827 -0.0785 0.43665
ESTbeta 0.2691 0.75352 -0.40808 0.23689
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GST
LPO
SOD
CAT

DanosDNA

HbC
HbE
MT
Naf
1MNaf
2MNaf
Aci
Ace
Fl
DBT
Fen
Ant
Fltr
Pir
BeP
BaP
lcdP
DahA
BghiP
BaA
Cri
Per
BbF
BkF

-0.1924
0.57713
0.34622
-0.139
-0.01266
-0.70616
0.21902
-0.34646
-0.4725
-0.48322
-0.58278
0.92224
0.68132
0.79948
0.74896
0.8923
0.90016
0.81052
0.86554
0.98572
0.52134
0.9263
0.90636
0.91816
0.97385
0.9575
0.13135
0.89988
0.9594

0.34561
0.39976
0.55679
-0.43606
0.56657
-0.03132
-0.72292
-0.05966
-0.01619
-0.02264
0.061216
0.1849
-0.10613
-0.18835
-0.28413
-0.34815
-0.39326
-0.54332
-0.46252
-0.04293
-0.79435
0.31538
0.34397
0.33502
-0.15793
0.21697
-0.15113
0.36267
0.1479

0.28816
-0.17421
0.56884
-0.15537
-0.53115
-0.03831
0.078421
0.42044
0.54416
0.60173
-0.24397
0.14638
-0.00914
-0.37518
0.38638
-0.11043
0.008568
-0.06456
-0.03773
0.077214
-0.1353
0.15285
0.17977
0.16978
0.060655
0.090848
-0.88081
0.165
0.11335

0.60604
-0.07149
-0.10938
0.27976
-0.24397
-0.06176
0.11475
0.25208
0.63564
0.56864
0.70989
0.19677
-0.38167
0.37481
0.24066
0.15959
0.1637
0.15461
0.15023
-0.02495
0.13054
-0.0496
0.017157
-0.01461
0.14025
0.045177
0.30544
-0.10026
-0.10516

Tabela S5. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4

GUA -4.818 3.3683 -0.8833 0.3754
GUA -5.4211 2.9497 -0.0773 0.15606
GUA -5.1803 2.208 -0.19112 -0.28615
GUA -5.1928 4.0078 -0.18649 0.22363
GUA -5.831 3.0452 -0.57497 0.11109
GUA -6.1534 2.2962 0.46644 -1.4865
GUA -4.4254 2.852 -1.1235 1.4597
GUA -5.1591 2.276 0.16458 0.18667
GUA -5.9979 2.2893 -0.01916 -0.39844
GUA -4.7814 3.1119 0.20306 0.65122
CAN -0.60759 -1.5721 2.4082 -1.6481
CAN -0.56917 -1.1532 2.2199 -0.43379
CAN -0.75472 -1.6853 2.0733 -0.75556
CAN -0.325 -1.284 1.7167 -0.40554
CAN -0.64255 -1.5068 2.3098 -1.4429
CAN -0.36723 -1.1447 1.9387 -0.78324

219



CAN
CAN
CAN
CAN
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM

-0.65236
-0.37608
-1.0214
-0.82294
-0.68161
-0.62923
-0.53844
-0.03893
0.049191
-0.24341
-0.06785
0.28751
0.003093
-0.18623
2.8429
3.465
3.638
3.801
4.3655
4.3095
3.83
4.2905
4.7095
3.7176
2.4686
3.4728
3.481
3.5318
3.3929
2.949
2.9115
3.1016
2.9965
2.7227
-1.1114
-1.6849
-1.1459
-0.38019
-1.1232
-0.76088
-0.25155
-0.44815
-0.76142
-1.1846

-1.6834
-0.90296
-2.0173
-1.5843
-2.1827
-2.4841
-2.0418
-2.0763
-1.6923
-2.093
-1.515
-1.2955
-1.6885
-1.6416
1.3401
1.6883
2.0221
1.6143
2.0213
2.3689
1.8229
1.9271
24724
1.5097
0.91211
1.6501
1.7621
2.066
1.3692
0.85038
0.79296
0.6579
1.0782
0.46222
-2.5734
-2.6412
-2.5554
-2.5282
-2.7052
-2.6549
-2.2433
-2.3587
-2.5694
-2.7175

2.3411
2.023
2.7929
1.9768
1.7791
2.3676
2.3438
2.3438
0.67604
0.7147
0.98954
0.4738
1.5007
1.5541
-0.02099
-0.13073
-0.87426
-0.46513
-0.87742
-1.6001
-0.76229
-1.6214
-1.7548
-0.77064
1.2396
0.2844
0.22518
0.24635
0.37478
0.7223
1.2227
0.68983
0.66581
1.0545
-2.8765
-2.3949
-2.8517
-3.4064
-2.4739
-3.3193
-3.7455
-3.7283
-3.241
-2.6837

-1.6764
-0.70494
-0.73774
-1.0994
-0.70577
-0.19037
-0.14482
0.82306
0.60586
0.30372
0.17827
-0.36185
0.61542
0.05835
-2.4246
-2.3699
-1.8997
-2.6553
-2.788
-2.0135
-2.639
-2.0553
-1.6232
-2.1587
1.9358
3.1374
2.4507
3.4882
3.3276
2.6312
4.2976
2.5459
2.5402
0.34382
0.42311
-0.92011
0.43169
1.2709
-0.08284
0.29112
0.37215
0.30548
0.47139
0.87905
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Tabela S6. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
das variaveis inorganicas e dos biomarcadores bioquimicos e moleculares.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4

As -0.77078 0.44635 0.41716 0.022227
Cd -0.61222 0.75173 0.15919 0.073411
Cr 0.54486 -0.03583 0.50009 0.52946
Cu 0.36164 0.31049 0.82428 0.081862
Mn -0.78489 0.60586 0.026588 -0.01769
Ni 0.17429 -0.11692 0.8958 0.29009
Pb 0.65601 0.66821 -0.04826 -0.25203
Sc 0.91398 0.25115 0.078623 -0.28169
Ti 0.87091 0.27969 0.050627 -0.36125
\ 0.86493 0.17926 0.36993 -0.20034
Zn 0.79086 0.52044 0.22569 0.03449
Fe -0.65844 0.72079 0.091283 0.000138
Hg -0.74271 0.63682 -0.17623 0.006786
Al 0.93902 0.2254 0.022632 -0.17395
AchE -0.67516 -0.16941 0.21847 0.17386
ESTalfa 0.43775 0.51726 -0.29092 0.56669
ESTbeta 0.6462 0.37876 -0.47163 0.2999
GST -0.21193 0.69104 -0.04427 0.23864
LPO 0.51994 -0.08779 -0.12278 0.57838
SOD 0.046981 0.11893 0.12813 0.74615
CAT -0.03031 0.079802 0.41881 -0.38264
DanosDNA 0.54865 0.36499 -0.41543 -0.11595
HbC -0.15821 0.20683 0.19981 -0.60469
HbE -0.21326 -0.28235 0.45968 -0.07456
MT -0.51568 0.30872 -0.07118 -0.12063

PC 1 PC 2
GUA -1.58 -2.58
GUA -2.45 -1.29
GUA -2.51 -1.09
GUA -1.95 -2.55
GUA -2.80 -1.94
GUA -3.98 -0.88
GUA -0.85 -1.71
GUA -2.34 -0.52
GUA -3.36 -0.87
GUA -1.63 -0.91
CAN -1.90 1.07
CAN -1.27 0.81
CAN -1.70 1.21
CAN -1.02 0.72
CAN -.183 1.01
CAN -1.19 0.59
CAN -1.96 0.98

Tabela S7. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.
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CAN
CAN
CAN
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM

-1.10
-1.09
-1.87
-1.86
-1.76
-1.56
-0.47
-0.41
-0.94
-0.67
-0.48
-0.54
-0.95
-0.46
0.25
0.72
0.50
1.12
1.50
0.60
1.38
2.08
0.58
3.46
6.16
4.93
4.46
5.09
4.27
4.79
4.34
4.32
3.04
-0.63
-1.74
-0.63
0.49
-0.89
-0.31
0.36
0.10
-0.24
-0.61

0.21
1.97
0.80
2.75
3.89
3.49
2.09
1.82
2.34
1.70
1.20
2.61
2.46
-1.03
-1.12
-1.92
-1.44
-1.93
-2.70
-1.83
-2.41
-2.71
-1.40
1.03
0.20
-0.11
-0.11
0.53
0.95
1.81
1.07
0.68
0.85
-0.66
-0.90
-0.66
-0.72
-0.21
-0.85
-1.44
-1.39
-0.76
-0.26
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Table S8. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings dos
piretroides e dos biomarcadores bioquimicos e moleculares.

PC 1 PC2
AchE -0.21 0.16
ESTalfa 0.34 -0.19
ESTbeta 0.34 -0.27
GST 0.05 -0.26
LPO 0.0 0.10
SOD 0.21 0.08
CAT -0.11 0.12
DanosDNA  0.21 -0.34
HbC -0.17 -0.21
HbE -0.14 0.38
MT -0.16 -0.16
PER 0.19 0.36
CYF 0.34 0.23
CYP 0.15 0.46
DEL 0.35 -0,09
BIF 0.36 0.11

Tabela S9. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos
pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4
GUA 3.4307 -4.0487 0.46454 -1.1864
GUA 4.1182 -3.5366 0.47475 -1.9903
GUA 3.9578 -3.1376 -0.08211 -1.3673
GUA 3.9 -4.4344 0.42688 -1.1994
GUA 4.2784 -4.187 0.36741 -1.9529
GUA 4.889 -3.3702 -0.91734 -2.1824
GUA 3.0156 -3.5409 1.4252 -1.2328
GUA 4.0078 -2.921 0.44723 -1.6413
GUA 4.5883 -3.4712 -0.00043 -2.1956
GUA 3.6982 -3.11 0.95125 -1.8016
CAN 3.3213 0.99597 -1.9871 2.9107
CAN 3.1868 0.46317 -0.97299 3.3479
CAN 3.3032 0.86912 -1.2139 2.7602
CAN 2.8427 0.66817 -0.9284 2.9121
CAN 3.3026 0.87934 -1.792 2.8809
CAN 2.9547 0.5805 -1.2629 3.0803
CAN 3.3469 0.90098 -2.0681 3.1742
CAN 2.9947 0.18963 -1.2973 3.7461
CAN 3.7371 1.1217 -1.1888 3.0429
CAN 3.3462 0.61823 -1.5717 29772
NAQ 2.205 4.456 -0.12007 -2.0003
NAQ 2.3273 5.1474 0.46978 -2.3984
NAQ 2.2288 4.8446 0.51103 -2.2969
NAQ 1.3432 4.0157 1.0121 -1.2308
NAQ 1.284 3.9423 0.87819 -1.4635
NAQ 1.6079 4.257 0.66624 -1.7663
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NAQ
NAQ
NAQ
NAQ
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
REF
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
GOV
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM
AIM

1.4352

1.0495

1.5411

1.7175

-2.9629
-3.5026
-3.8459
-3.8237
-4.4119
-4.5956
-3.9517
-4.5688
-4.9706
-3.8699
-1.6587
-2.7722
-2.7749
-2.8538
-2.6907
-2.2223
-2.0673
-2.326

-2.2655
-1.8387
-2.258

-1.6199
-2.2417
-3.0107
-2.1462
-2.6559
-3.2004
-3.0225
-2.6505
-2.1802

3.8909
4.0038
4.3656
4.3224
-0.55691
-0.30515
-0.69376
-0.18835
-0.18228
-0.78488
-0.41486
-0.57165
-0.6906
-0.25785
-0.31962
-0.56874
-0.56379
-0.88791
-0.4707
-0.30558
-0.21139
-0.06422
-0.40026
0.18314
-0.71658
-0.9653
-0.80648
-0.53842
-0.40285
-0.53338
-0.70163
-0.67548
-0.54247
-0.63678

0.55365
0.11929
1.0265
0.56856
-2.5919
-2.4552
-2.1256
-2.7576
-2.8141
-2.2311
-2.7465
-2.3214
-1.8978
-2.3475
2.4408
3.4585
2.8937
3.7808
3.6016
2.9978
4.4041
2.8957
2.9155
1.039

-0.05062

-1.2543

-0.02742

0.65895
-0.3761

-0.15932
-0.09523
-0.16682
0.021229
0.35115

-1.6194
-2.0736
-1.709
-1.9445
-0.35575
-0.62241
-0.62007
-0.49932
-0.76058
-0.68031
-0.60773
-0.52011
-0.57838
-0.65932
1.235
1.3166
1.0813
1.444
1.4577
1.4561
1.9547
1.4914
1.4086
1.0271
-0.28614
-0.03035
-0.21677
-0.13396
-0.56266
-0.49246
-0.4139
-0.51548
-0.55867
-0.33864

Tabela S10. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings
dos elementos inorgénicos bioconcentradas nas larvas e dos biomarcadores
bioquimicos e moleculares.

PC 1 PC 2 PC 3 PC 4
AchE 0.20263 -0.05656 0.087021 0.016713
ESTalfa -0.17822 -0.13066 0.3177 -0.02715
ESTbeta -0.25829 -0.10655 0.1495 0.005019
GST 0.037595 -0.24111 0.14217 -0.06862
LPO -0.1581 0.081762 0.29036 0.10392
SOD -0.01047 -0.12346 0.38034 0.27757
CAT 0.078555 0.097556 -0.16447 -0.06897
DanosDNA -0.2121 -0.10598 -0.06992 0.012442
HbC 0.090937 -0.12795 -0.35555 0.20588
HbE 0.13107 0.23054 0.013954 -0.1744
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MT
Al
Ba
Ca
Cd
Cr

Fe
Li

Mg
Mn
Na

Pb

Zn

0.10992
0.1981
0.20256
0.039215
0.29075
0.16421
0.23771
0.29924
0.25388
0.22369
-0.0186
0.21382
0.29826
-0.25026
0.076122
-0.26136
0.13815
0.023696

0.04475
0.29058
-0.24563
0.36203
0.077119
0.22412
0.20483
0.023678
-0.0173
0.033699
0.12088
-0.2437
-0.07194
0.22465
0.34473
0.19309
-0.25595
0.19051

-0.0356
0.17336
0.10542
0.069795
0.17585
0.23064
-0.11981
0.1103
-0.184
0.30679
0.13278
0.06764
-0.03417
0.018906
0.078336
0.070023
0.03543
-0.37346

-0.16992
-0.05485
-0.2506
-0.14287
0.033598
0.24379
0.19741
-0.11562
-0.14763
0.077872
0.49843
-0.22709
0.13953
-0.1299
-0.26501
-0.13336
0.23768
0.30326

Tabela S11. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e scores dos

pontos de coleta de sedimentos na bacia do Rio Doce.

PC1 PC 2
GUA -6.0727 0.99126
CAN -2.0253 0.24566
NAQ 3.9412 -3.693
REF 0.77976 6.084
GOV  6.652 0.44795
AIM -3.2749 -4.0759

Tabela S12. Variancia dos dados explicada pelos componentes principais e loadings da

granulometria e contaminantes quimicos (metais,

metaloides, hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos e piretroides) dos sedimentos da bacia do Rio Doce e a

frequéncia de alteragdes histologicas analisadas.

PC 1 PC 2
LodoArgila 0.18065 0.12519
AreiaMuitoFina 0.06497 0.16122
AreiaFina -0.10451 0.10244
AreiaMedia -0.09895 -0.2014
AreiaGrossa -0.07372 -0.20964
AreiaMuitoGrossa -0.1499 -0.05716
MatOrg 0.097085 0.19994
Naf -0.12383 0.053292
1Mnaf -0.1327 0.035441
2Mnaf -0.08426 0.20792
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Aci
Ace
Fl
DBT
Fen
Ant
Fltr
Pir
BeP
BaP
lcdP
DahA
BghiP
BaA
Cri
Per
BbF
BkF
Al
As
Cd
Cr
Cu
Fe
Hg
Mn
Ni
Pb
Sc
Ti

\

Zn
PER
CYF
CYP
DEL
BIF
GCG
GRII
SRI
SRII
ARIII
VCT
VCE
Trofocitomegalia
ANT
GTM

0.18388
0.074748
0.19212
0.13646
0.18561
0.16432
0.14582
0.15686
0.1678
0.086123
0.16173
0.16977
0.16672
0.17922
0.18521
0.090965
0.154
0.15912
0.14342
-0.10364
-0.08208
0.20183
0.1036
-0.09868
-0.14146
-0.13011
0.1131
0.079869
0.12264
0.098185
0.13133
0.15235
0.14719
0.16568
0.16871
0.14761
0.14536
0.017039
0.063392
0.09284
0.080103
0.022016
0.10758
0.13166
0.12419
0.090239
0.086123

-0.0488
-0.22038
0.005265
-0.08726
-0.08011
-0.12516
-0.13166
-0.13029
-0.14788
-0.13204
-0.10505
-0.07199
-0.08696
-0.1146
-0.07517
0.11649
-0.10821
-0.14411
0.1627
0.018825
0.076924
-0.02933
0.12293
0.071789
0.049011
0.040432
-0.01926
0.23241
0.18841
0.20549
0.1737
0.18314
0.011742
0.020322
-0.11177
0.14619
0.016016
0.21753
0.22227
-0.0602
0.015402
-0.09014
0.13542
0.18049
0.13686
0.21373
0.086123
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