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Resumo: A Bacia Hidrogréafica do Rio Doce dispde de uma éarea de drenagem de 86.715 km2
abrangendo os estados de Minas Gerais e Espirito Santo, e tem 0 Rio Doce como o principal corpo
d'agua da bacia, com 850 km de extensdo. Diversos impactos ambientais historicamente se fizeram
presentes ao longo da Bacia Hidrogréafica do Rio Doce, devido as atividades econdmicas na regiéo,
principalmente pelas atividades de mineracdo. Em 05 de Novembro de 2015 a barragem do Fundao,
pertencente a mineradora Samarco rompeu-se, liberando milhdes de m3 de rejeitos de mineracdo,
causando um dos maiores desastres ambientais da historia do Brasil. Os efeitos da polui¢cdo ambiental
na biota causados pelo rompimento da barragem, podem ser avaliados a partir da utilizacdo de
biomarcadores, indicadores sensiveis aos efeitos da exposi¢do aos metais, e que mostram as respostas
biolégicas dos organismos a um agente toxico no ambiente. O objetivo deste trabalho foi determinar se
a espécie de bivalve Corbicula fluminea exibiu mudancas metabdlicas quando expostos a amostras
sedimentares do Rio Doce com diferenca temporal e espacial entre estes. Foram realizadas analises
guimicas por Plasma por Acoplamento Indutivo (ICP) para quantificar os metais em cada ponto
analisado. Os moluscos bivalves da espécie Corbicula fluminea foram coletados no Rio Ribeira de
Iguape e levados ao Laboratorio para aclimatagdo (72h) e exposi¢do aos sedimentos. Foram entéo
realizados 0s ensaios de exposi¢cdo destes animais a sedimentos coletados ao longo da Bacia
Hidrogréafica do Rio Doce (BHRD), apds o rompimento da barragem do Fundao (amostras coletadas em
dezembro de 2015, novembro de 2016, Janeiro de 2019 e Julho/Agosto de 2019), analisando ao final
dos 14 dias de exposicéo os biomarcadores Glutationa reduzida (GSH), Glutationa-S-Transferase (GST)
e Glutationa Peroxidase (GPx) por leitura de absorbancia em espectrofotometria de acordo com o0s
respectivos protocolos. As coletas do sedimento foram realizadas em pontos escolhidos de acordo com
as regides afetadas pelos rejeitos. Por fim as atividades destes biomarcadores foram analisadas
estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA) para os resultados paramétricos e Kruskall-Walis
para ndao paramétricos, com posteriori de Dunn, além da realizacéo de correlagdo linear de Pearson entre
as variaveis metais e biomarcadores. Os resultados quimicos mostraram um aumento da concentracéo
de metais com o tempo, apresentando também maior frequéncia de pontos acima da legislacdo
(CONAMA 454/2012) para Arsénio, Cadmio e Niquel, possivelmente devido a natureza lamosa da
pluma e das mudancas de fluxo de 4gua do rio ao longo do ano. Os biomarcadores apresentaram ter suas
atividades diminuidas pela alta concentracdo dos metais, demonstrando a influéncia destes nesses
biomarcadores, também mostraram a possibilidade de haver outros contaminantes envolvidos no
comportamento dos mesmos, como organicos e metais ndo analisados no trabalho, também
demonstrando uma possivel participacdo de demais vias metabolicas nas campanhas mais recentes (3 e
4), como a metalotioneina e peroxirredoxina, levando a diminui¢do destes biomarcadores. Além disso,
foi visto pelas analises quimicas a mistura ambiental complexa de metais. Por fim, o presente trabalho
foi capaz reafirmar que os bivalves C .fluminea sdo bons modelos para analise de biomarcadores,
também foi possivel notar a necessidade de um continuo biomonitoramento ao longo do Rio Doce. A
continuidade desta pesquisa, onde havera uma analise com demais informacdes, além de outros
biomarcadores, sera capaz de fornecer uma melhor visdo da dispersdo de contaminagdo ao longo da
Bacia Hidrografica do Rio Doce.

Palavras-chave: Glutationa; bivalve; metais; contaminagéo
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Abstract: The Doce river basin has 86.715 km2 of drainage area that covers both Minas Gerais and
Espirito Santo states, been the Doce river it's mainly water body with an extension of 850 km. The
reginal economic activities result in several historical environmental impacts in the Doce river
hydrographic basin, especially the mining activity. The Funddo dam belonging to the mining company
Samarco collapsed in November 05, 2015, causing one of the biggest environmental disasters in Brazil
history. The use of biomarkers can evaluate the environmental pollution caused by the dam collapse on
the biota, because biomarkers are sensitive indicators that displays the organism biological response to
an environmental toxic agent. This study aimed to determine if the bivalve species Corbicula fluminea
exhibited metabolic changes when exposed to temporal and spatial distinct Doce river sedimentary
samples. To quantify the metals in each sedimentary sample, the chemical analysis was performed by
Inductively Coupled Plasma mass spectrometry (ICP). The bivalve mollusks C. fluminea were collected
in Ribeira de Iguape river and carried to laboratorial acclimatization (72h) and sedimentary exposition.
Those animals were used on exposition tests to sedimentary samples of multiple Doce river
hydrographic basin (BHRD) sites after the Funddo dam collapse (samples collected at December 2015,
November 2016, January 2019 and July/August 2019). Then after the 14 days of exposition the
biomarker reduced glutathione (GSH), Glutathione-S-Transferase (GST) and Glutathione peroxidase
(GPx) were analyzed by absorbance in spectrophotometry in accordance to protocol. The sample sites
were chosen in accord with regions affected by tailings. The biomarkers activities were statistically
quantified by Variance Analysis (ANOVA) for the parametric results and Kruskall-Walis for non-
parametric ones with Dunn's posteriori. The Pearson linear correlation was made as well for analyze the
relation between metals and biomarkers. The chemical results showed a temporal metal concentration
increase with and a greater frequency of sites above CONAMA 454/2012 regulation for As, Cd and Ni
probably as result of the plume mud condition and river flow changes throughout the year. The
biomarkers showed activities reduction by the high concentration of metals, demonstrating the influence
of the metals in these biomarkers. The analyses showed as well the possibility of other contaminants
involved in this pattern, such as organics and metals not analyzed in the work. Also, the decrease of
biomarkers showed the possibility of others metabolic pathways participation in the most recent
campaigns collection (3 and 4), such as metallothionein and peroxiredoxin. In addition, the chemical
analysis managed to exhibit the complex environmental mixture of metals. Finally, the present study
was able to confirm that C. fluminea are great models for biomarkers analysis. The data obtained
suggests a need of a continuous biomonitoring along the Doce river. The continuity of this research with
other information analysis and biomarkers will be able to provide a better understanding of the
contamination dispersion along the Doce River Hydrographic Basin.

Key-words: Glutathione; bivalve; metals; contamination
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1. Introducéo

A Bacia Hidrografica do Rio Doce ocupa uma area de drenagem de 86.715 kmz2, abrangendo
o0s estados de Minas Gerais (MG) e Espirito Santo (ES), estando em sua maior parte (86%) inserida
dentro do estado de MG. O Rio Doce (RD) é um corpo d'agua com extensdo de 850 km desde sua
nascente até desaguar no Oceano Atlantico, na altura da praia da Regéncia, no municipio de Linhares
(ES). Ao longo do seu percurso, possui diversos importantes afluentes como os rios Carmo, Santo
Antbnio, Santa Maria do Rio Doce e Piracicaba (Consércio Ecoplan Lume, 2010).

Historicamente, a bacia hidrografica do Rio Doce vem recebendo diversos impactos
ambientais decorrentes tanto da urbanizagdo, principalmente pelo baixo nimero de cidades com sistema
de tratamento de esgoto, quanto das atividades econdmicas diversas, como a agropecuaria, industrias
(celulose e siderurgica) e mineracdo (principalmente de ferro), predominantemente nas regides do Vale
do Aco, Colatina e Linhares. Atividades industriais importantes encontram-se instaladas na regido, como
o complexo siderdrgico da Usiminas e a companhia de mineragdo Samarco Mineracgao S.A. que pertence
a duas outras grandes corporagdes, a Vale do Rio Doce S.A. e a anglo-australiana BHP Billiton
(Consércio Ecoplan Lume, 2010; Espindola et al., 2019).

Outro grande problema enfrentado pelos cursos d'agua da Bacia do Rio Doce é o
desmatamento intensivo e 0 mau uso do solo, principalmente pelas atividades agropecuarias, que
favorecem a exposigdo do solo e a eroséo, provocando o assoreamento dos leitos dos rios e contaminacéo
com insumos agricolas e pesticidas (Fundagdo Renova, 2019).

Porém a situacdo do Rio Doce se agravou a partir do dia 05 de novembro de 2015, quando a
barragem de Fund&o, construida para abrigar os residuos de mineracao de ferro pertencente a empresa
Samarco, rompeu-se, causando um dos maiores desastres ambientais da histéria do Brasil. Cerca de 55
a 62 milhdes de m? de rejeitos da mineracdo foram liberados no rio Gualaxo do Norte e seguiram o curso
do rio atingindo os rios do Carmo e Doce. O colapso da barragem resultou na morte de 19 pessoas, na
destruicdo do distrito de Bento Rodrigues, o qual foi soterrado pelos rejeitos, deixando sua populagédo
desabrigada, além dos diversos impactos ambientais nos ecossistemas associados aos rios afetados e ao
ambiente marinho (Miranda & Marques, 2016; Lopes, 2016).

Os sedimentos contaminados alcangaram o estudario do rio Doce, na cidade de Linhares, € 0
Oceano Atlantico, onde as correntes oceanicas permitiram que os sedimentos se espalhassem por
diversos habitats marinhos costeiros, tendo impactado areas protegidas marinhas, como a APA Costa
das Algas, o Reftgio da Vida Silvestre de Santa Cruz, a Reserva Biol6gica de Comboios (Thomé et al.,
2016) e tendo impactado até mesmo os recifes de corais de Abrolhos, o que possivelmente levou até
mesmo a diminuicdo do crescimento dos corais da espécie Montastraea cavernosa. (Fernandes et al.,
2016; Mazzei et al., 2017; Miranda & Marques, 2016; Cardoso et al., 2022).
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Ainda dentro da Bacia Hidrogréafica do Rio Doce, o laudo técnico preliminar realizado pelo
IBAMA (2015) apontou que, a partir de estudos de necropsias e considerando apenas a organismos
mortos na superficie da &gua, diversas espécies de peixes e crustaceos encontravam-se no seu periodo
de reproducdo, dando um exemplo de como a perda dos organismos aquaticos e da biodiversidade
regional pode ter sido inestimavel, e que o dano ecossistémico foi possivelmente muito maior do que
se tem informacGes (IBAMA, 2015).

Mesmo que alguns metais sejam essenciais para diversas funcdes biologicas, em altas
concentracdes podem se tornar perigosos para 0s organismos. Conforme relatorio do programa de
monitoramento da RENOVA, realizado em 2019, os niveis de ferro dissolvido e manganés total
analisados de amostras de agua coletados entre 2017 e 2018 (Fundacdo RENOVA, 2019), estiveram
acima dos limites de referéncia do CONAMA 357/2005 para dgua doce classe 2 e salobra classe 1, em
alguns pontos do Rio Doce, do Carmo e Gualaxo do Norte.

Ainda segundo dados recentes do IGAM (2020), mesmo que 2016 tenha sido considerado o0 ano
com maior impacto na qualidade da &gua ao longo do Rio Doce, em 2020, durante o periodo chuvoso
houve uma piora em parametros como ferro e aluminio dissolvido, manganés total e turbidez por conta
da possivel presenca de rejeitos ao longo da calha do rio Doce, que nesses periodos sdo levados para a
coluna d'agua levando ao aumento da contaminacao, principalmente ao se considerar a influéncia de
atividades antrépicas tanto na prépria dindmica do rio, como o desmatamento ou até mesmo nos eventos
meteoroldgicos que determinam tal dindmica de fluxo, como o aumento na magnitude de fenémenos de
alta-escala do aumento em fluxo do rio, como a Zona de Convergéncia do Atlantico Sul e diminuicdo
daqueles responsaveis aos periodos de seca (Oliveira et al., 2017).

De modo geral, muitos metais sdo importantes para a vida (i.e. metabolismo dos organismos),
como o caso do cobre, que é necessario para diversas enzimas relacionadas com crescimento,
desenvolvimento e manutencdo dos organismos (Silva, 2010). Quando em altas concentragcGes no
ambiente os metais podem se tornar uma ameaca a vida aquatica. No entanto, outros elementos, como
0 Hg, Pb e 0 As, ndo possuem funcdo bioldgica e podem ser toxicos em baixas concentragfes. Os
elementos metalicos podem advir de diversas fontes antropogénicas como mineracéo, esgotos, efluentes
industriais, embarcagdes e agricultura, acarretando concentragdes anormais ao ambiente, como chumbo
e mercurio (Zhang et al., 2010). Os metais, quando presentes no ambiente, podem ser bioacumulados
pela biota, e alguns podem inclusive biomagnificar (Marengoni et al., 2013), como é o caso do Hg.

A exposicdo aos metais pode causar diversos danos aos organismos, por variadas vias
metabolicas. Uma dessas vias envolve o sistema antioxidante, pois sabe-se que variadas enzimas
antioxidantes sdo sensiveis a exposicdo aos metais, pois estes conseguem interagir diretamente com os
grupos funcionais ou até mesmo substituir o co-fator essencial para o funcionamento destas enzimas

(Zhang et al., 2010). Tal processo e pode ser exemplificado por trabalhos como o de Farombi et al
8
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(2007), o qual analisou as consequéncias da exposi¢do dos peixes do rio Ogun a diversos metais pesados,
tendo detectado alteracdes no ciclo redox da glutationa dentre os impactos resultantes (Barbosa et al.,
2010).

E também amplamente conhecido que os metais possuem a capacidade de produzir Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), moléculas formadas tanto por fontes enddgenas (como falhas
mitocondriais na cadeia transportadora de elétrons) quanto por fontes exdgenas (como solventes
industriais e pesticidas). A denominacdo Espécies Reativas de Oxigénio vem do fato de que essas
possuem o desemparelhamento de elétrons na Gltima camada, ou seja, um elétron desta camada torna-
se livre, 0 que leva as ERO a serem altamente instaveis, reativas e de meia-vida curta. Mesmo que
também possam ser chamadas de radicais livres, sabe-se que existem espécies reativas nao radicalares,
destacando-se o peroxido de hidrogénio (H.0,), conhecido por seu potencial citotoxico (Gouveia e
Lima, 2017).

As ERO ocorrem naturalmente nos organismos, possuindo até mesmo papéis essenciais em
reacdes relacionadas a inflamagao e também agindo em muitas fun¢ées como um segundo mensageiro,
sendo controladas por um sistema complexo de moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas, 0s
antioxidantes. Porém quando ha o desequilibrio deste sistema redox, pelo aumento das espécies reativas
no organismo ou pela perda da fungdo das enzimas antioxidantes, ocorre 0 processo de estresse
oxidativo, o qual é muito danoso a célula e ao organismo, pois inclui lesdes que vao desde a oxidacédo
de estruturas celulares até mesmo a danos no DNA e formagdo de células cancerigenas (Rover et al.,
2001; Burton & Jauniaux, 2010).

Estudos vém sendo realizados com diversas espécies de moluscos bivalves mostrando os danos
que podem ser observados nestes animais devido a exposi¢do aos metais. Além disso, como esses
organismos sdo importante elo da cadeia alimentar de muitos ambientes aquéticos, sua contaminagao
pode causar a transferéncia trofica dos contaminantes (Marengoni et al., 2013), também resultando em
danos como os descritos acima. Camargo (2018) realizou experimentos com filtradores do litoral de Sao
Paulo e observou efeitos genotoxicos, peroxidativos e inibicdo de importantes enzimas antioxidantes,
neste caso pela baixa atividade das enzimas colinesterases, que responderam a metais como cromo e
cadmio.

J& Spann et al. (2011) realizaram experimentos laboratoriais de toxicidade com individuos de
diversos tamanhos da espécie Corbicula fluminea, para observar se havia relagdo de dependéncia entre
o tamanho dos animais e efeitos metab6licos da exposi¢do ao zinco e cadmio e foi concluido que o
tamanho dos animais influencia em suas respostas metabélicas relacionadas ao estresse, assim como,
observou-se que concentracBes baixas, porém relevantes, destes elementos no sedimento levaram a
alterac6es no metabolismo energético e perturbagdes nos aminoacidos. A escolha dos moluscos bivalves

para a realizacdo de estudos ecotoxicolgicos e monitoramentos ambientais se justifica pelo fato desses
9
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organismos serem importantes filtradores sésseis, pois se alimentam do material em suspenséo na coluna
d'agua sem sair do local onde assentam, sendo 6timos bioindicadores de polui¢do do ambiente aquético,
pois ao se alimentarem, acumulam diversos contaminantes em seus tecidos, como glandula digestiva e
brénquias. Além disso, sdo frequentemente muito abundantes nos ambientes aquaticos (Marengoni et
al., 2013; Zuykov et al., 2013).

A Ecotoxicologia aparece como uma forma de se analisar os impactos causados pela poluicao
ambiental, pois é o ramo da ciéncia dedicado a avaliar as respostas dos organismos a um agente quimico
no ambiente desde niveis de organizagdo bioldgica mais baixos, como moleculares, até os niveis mais
altos como comunidades e ecossistemas (Rand, 1995).

Dentro das diversas ferramentas existentes na ecotoxicologia, 0s biomarcadores sdo indicadores
sensiveis aos efeitos de estressores biolégicos, quimicos ou fisicos (Jain, 2010), sendo capazes de
apontar o grau de exposicao do individuo ao agente toxico. Além disso, alguns biomarcadores podem
mensurar também o efeito tdxico nos organismos expostos podendo diferenciar o estresse natural do
induzido por efeitos toxicos de poluentes (Pina et al., 2007; Walker, 1995). Nesse sentido, tém sido
muito utilizados na area de biomonitoramento ambiental, principalmente aplicados aos metais
(Santonen, 2015).

De acordo com trabalhos como de Sogorb (2014), VAN DER OOST (2003), WHO (1993) e
Santonen (2015), os biomarcadores sdo categorizadas em 3 grupos:

De exposicdo: Sempre se refere a indicacdo de que o organismo de estudo foi exposto a algum
tipo de xenobidtico, normalmente através da mensuragdo do produto da interacdo entre o poluente e a
célula-alvo.

De efeito: S&o alterages nos tecidos, metabolismo ou reacdes fisioldgicas de um individuo que
podem ter relagdo com um possivel ou ja estabelecido efeito adverso (ou doenga), quando ha prejuizos
para a saude do organismo.

De susceptibilidade: Fatores genéticos e mudancas em receptores sdo exemplos desse tipo de
biomarcador, mostrando a capacidade propria ou adquirida de um individuo a responder quando exposto
a uma substancia xenobidtica especifica.

H& pesquisadores que consideram as mudangas comportamentais como biomarcadores, como 0
estudo laboratorial de Hartmann et al. (2015) no qual mexilhGes foram expostos & concentracfes de
NaCl simulando a dissolucéo de sais de degelo em locais com invernos rigorosos, como os EUA, tendo
sido observada mudanca no periodo de filtragdo dos animais expostos. Porém dentre os biomarcadores
mais utilizados na ecotoxicologia atualmente estdo: os histologicos, que sao indicadores de lesdes ou
alteracOes histopatoldgicas, como atrofia no tdbulo digestivo visto por Zorita et al. (2006) ao expor
mexilhdes a distintas concentracdes de cobre; os fisioldgicos, que sdo os marcadores que medem

respostas como a alteracdo na estrutura e funcdo de componentes biol6gicos, podendo até mesmo levar
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a alteragcBes comportamentais (Puntmann, 2009), sendo exemplos o nivel de metabdlitos no plasma,
oxigenacdo de tecidos, funcdo micro circulatoria e fluxo sanguineo renal (Camargo et al., 2006; Okusa
etal., 2013).

Os biomarcadores utilizados neste projeto pertencem ao grupo de exposi¢do, sendo
biomarcadores bioquimicos, que medem os efeitos em tecidos-alvo do organismo em niveis celular e
molecular, causados pela absorcdo de um contaminante quimico ou seu metabdlito; para contaminantes
gue possuem sua toxicocinética bem estabelecido na literatura é possivel ainda estimar
guantitativamente a dose de efeito. As medidas de danos em DNA e da atividade de enzimas do sistema
antioxidante sdo alguns dos exemplos de biomarcadores bioguimicos bastante utilizados. Ekelund Ugge
et al. (2020) analisaram a resposta das enzimas AChE e GST no bivalve de 4gua doce Anodonta anatina
a exposicdo em niveis ambientalmente relevantes de cobre, enquanto Bonnail et al. (2016) expuseram
0s animais da espécie Corbicula fluminea em laboratorio a diversas concentragOes de cobre e analisaram
as respostas de diversos biomarcadores, entre eles GPx, GST e GR.

A utilizacdo da GPx, GST e GSH neste projeto esta relacionada a andlise da resposta dos
organismos a presenca de metais no ambiente através da determinacdo das atividades enzimaticas
relacionadas com a depuracdo de contaminantes e da propria GSH.

A GSH (Glutationa reduzida) é a forma reduzida da glutationa, capaz de remover as espécies
reativas de oxigénio ou eletréfilos (como metais) do meio intracelular, agindo de forma direta com, a
partir das sulfidrilas presentes em sua estrutura. Essa reacéo faz com que a GSH se torne GSSG, ou seja,
a forma oxidada da molécula. Para regenerar moléculas de GSH, é necessaria a acdo da enzima
Glutationa Redutase (GR), que reduz a GSSG, utilizando a energia da transformagédo de um NADPH
em NADP+ para a quebra da ligacao dissulfeto (Huber et al., 2008; Rover et al., 2001).

Ja a GPx (Glutationa Peroxidase) é uma importante enzima do sistema antioxidante, pois participa
do controle das espécies radicalares que danificam as membranas, os hidroperéxidos fosfolipidicos, pois
possuem uma caracteristica muito importante, a incorporagdo de uma selenocisteina em seu sitio ativo,
sendo esta considerada o componente essencial dessa enzima (Huber et al., 2008; Rover et al., 2001)
para promover a detoxificacdo, a GPx oxida GSH em GSSG.

Por fim a GST (Glutationa-S-Tranferase) representa uma familia de enzimas que sdo mais
encontradas em formas diméricas, sendo que cada dimero possui dois sitios ativos com independéncia
de atividades, pois um sitio é especifico para a ligacdo com a glutationa e a outra para ligar ao substrato.
S&do enzimas multifuncionais, ou seja, conseguem catalisar a conjugacdo da GSH com o poluente,
visando torna-lo mais soltvel e facilmente excretavel (Huber et al., 2008; Rover et al., 2001).

No caso do Rio Doce, o0s reais impactos, em curto e longo prazo, da contaminagdo causada pelos
rejeitos de mineragéo ainda ndo sdo completamente conhecidos, assim como os efeitos nos organismos

aquaticos. Nesse sentido, o uso de bioensaios com bivalves, visando avaliar potenciais efeitos
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relacionados com os sedimentos contaminados pelos rejeitos liberados no desastre, é de alta importancia
para o entendimento dos danos e riscos ecoldgicos existentes no Rio Doce em decorréncia do
rompimento da barragem de Fund&o.

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho consistiu em determinar alteragcdes metabolicas em bivalves da espécie
Corbicula fluminea expostos a sedimentos do Rio Doce, apds o rompimento da barragem de Fundéo.
Para alcancar os objetivos, foram realizados ensaios de toxicidade com sedimentos coletados na Bacia
Hidrogréafica do Rio Doce apds o rompimento da barragem do Funddo em Mariana/MG, e medidos 0s
biomarcadores relacionados com o sistema antioxidante e de conjugagéo, visando determinar alteracbes

metabdlicas nos animais.

3. Materiais e Métodos
3.1. Area de Estudo

A Bacia do Rio Doce esta inserida nos estados de MG e ES. Outra importante caracteristica da
Bacia do Rio Doce é sua diversidade de ambientes ao decorrer dos 86.715 km2 de extensdo, pois
aproximadamente 98% da bacia hidrografica esta situada no bioma Mata Atlantica e os restantes 2%
sdo compostos de Cerrado, sendo ambos de importante biodiversidade e endemismo (IBAMA, 2015).
Além de possuir esta importancia ecoldgica, antes do rompimento da barragem, a Bacia Hidrografica
do Rio Doce era uma fonte de agua utilizada por diversas industrias e outros setores econdémicos, como
a agricultura, além de servir como abastecimento para diversas cidades pelo decorrer de sua extensao,
as quais totalizam cerca de 3,6 milhdes de habitantes (Consércio Ecoplan Lume, 2010).

Para as coletas, foi considerada a divisdo da &rea de estudo em Alto, Médio e Baixo Rio Doce,
sendo que cada uma destas por¢des sofre impactos causados por diferentes fontes. O Alto Rio Doce,
onde se encontram suas nascentes (Vieira, 2009), possui como principal atividade impactante as
instalagdes de mineradoras e seus respectivos reservatorios de rejeitos (Rhodes, 2010), porém vale
ressaltar estudos recentes como Gomes et al. (2022) que mostram a necessidade de monitoramento de
outros contaminantes como farmacos e pesticidas nessa regido, ja que estes foram encontrados em altas
concentracdes em alguns pontos dos rios Gualaxo, Carmo e inicio do Rio Doce.

Essa regido € a mais proxima do complexo de mineracdo da Samarco, uma das principais
estruturas de exploracdo do minério de ferro do Quadrilatero Ferrifero (QF). Uma de suas principais
atividade séo os complexos industriais do Vale do A¢o. Na mesma regido do QF, a leste, encontra-se a

Serra do Caraca, parte do conjunto de serras e morros da regido, sendo muito importante pela grande
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producdo de ferro, manganés, aluminio e ouro, sendo assim nesses vales ha instalacdes da Vale, Samarco
e outras mineradoras (Reis et al., 2019; Carmo et al., 2017; Vervloet, 2016). Na por¢do Média do Rio
Doce, alguns dos principais impactos encontrados é a descarga de efluentes domésticos com baixo ou
nenhum tratamento prévio, sendo que € nesta area em que se encontra Governador Valadares, um dos
maiores municipios da bacia. Também é possivel encontrar nesta regido do médio Rio Doce diversos
empreendimentos como a pecudria e presenca de empresas siderdrgicas, de producgdo de celulose e aco.
(ANA, 2016; IBAMA, 2015; Dias et al. 2018).

Por sua vez, o Baixo do Rio Doce, que se inicia ho ponto de Aimorés, indo até o ponto Linhares,
onde esta presente a foz, no Oceano Atlantico, ¢ influenciado ainda por rejeitos sanitarios de diversas
cidades presentes na regido, assim como a utilizagao desta porcéo para pecudria e agricultura (Consorcio
Ecoplan Lume, 2010; IBAMA, 2015). Segundo Rodrigues et al. (2016) esse trecho possui melhores
condigdes de conservagdo ambiental ao longo do Rio Doce, porém um dado importante é que em sua
foz, no distrito de regéncia, em Linhares, a populacdo desenvolve a atividade de pesca artesanal, logo,
com a passagem dos rejeitos do Fundao estes moradores ficaram impossibilitados de utilizarem o mesmo
para suas atividades de subsisténcia e culturais, sendo entdo um grande impacto sécio econémico
causado pelo rompimento da barragem (Creado, 2016). Nessa regido as atividades de agropecuéria
produzem impactos adicionais, como erosdo, resultante do desmatamento acelerado, que leva ao
assoreamento dos cursos do rio e também a contaminagdo das aguas residuais, assim como 0 uso
indiscriminado de pesticidas e agrotoxicos nas areas de lavouras (Consorcio Ecoplan Lume, 2010; ANA,
2016).

3.2. Coletas

Ao todo foram realizadas quatro campanhas de coleta, sendo a primeira entre novembro e
dezembro de 2015, logo ap6s o desastre, onde apenas dois dos pontos coletados foram analisados para
0s biomarcadores. A segunda um ano depois, em novembro de 2016, havendo 10 pontos analisados,
incluindo Manhuacu que foi a referéncia para as campanhas 1 e 2, por ser um ponto localizado fora da
area afetada pelo rompimento da barragem, consideramos que este pode ser usado como referéncia para
a campanha 1, pois suas alteragdes sdo as naturais do rio onde se encontra e ndo tendo relagdo com o
incidente. Por fim, foram realizadas outras duas coletas em janeiro de 2019 e julho/agosto de 2019,
sendo em ambas as campanhas coletados 8 pontos para a analise dos biomarcadores. No caso destas
duas ultimas coletas a referéncia foi coletada em ambas as ocasifes foi um ponto presente no Rio
Corrente, sendo denominado como Referéncia durante o trabalho, ndo afetado pelo rompimento da
barragem. Todas as amostras se encontraram devidamente armazenadas, em 4°C para analises
ecotoxicologicas e -20°C para as analises quimicas, nos laboratorios da Unesp e do Instituto de Pesca

anteriormente ao seu uso.
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A tabela 1 abaixo mostra os nomes dos pontos de cada campanha de coleta, estando esses
organizados do Alto ao Baixo Rio Doce.

Tabela 1- Pontos de coleta da primeira a quarta campanha. De cima para baixo os pontos estdo organizados do Alto ao Baixo Rio
Doce, com excecgdo aos pontos em verde, Manhuagu e Referéncia(s), que sdo os controles. A Gltima coluna a direita se refere a
sigla utilizada para determinar Alto (A), Médio(M) e Baixo(B) Rio Doce.

Pontos de Coleta

12 Campanha 22 Campanha 32 Campanha 42 Campanha
- Gualaxo - A Gualaxo - A Gualaxo - A
Paracatu - A Candonga -A Candonga - A
Piranga - A Naque - M Naque - M
Rio Doce - A Gov. Valadares -M  Gov. Valadares - M
BR 262 -A Aimorés - B Aimorés - B
Piracicaba - M Colatina - B Colatina - B
Naque- M Linhares - B Linhares - B
Gov. Valadares - M Referéncia - M Referéncia - M
Galileia- M
Manhuagu - B

As coordenadas geograficas dos pontos de coleta de todas as campanhas estao representadas pela
tabela 4, em Anexo I, tendo sido separadas em ID amostral/coordenadas para campanhas 1 e 2 e logo
abaixo 1D amostral/coordenadas para campanhas 3 e 4. Na figura 1, podemos visualizar as localidades
de todos os pontos das 4 campanhas realizadas. Estes pontos de amostragem foram escolhidos com base
nas regides influenciadas pela passagem dos rejeitos do rompimento da barragem, ao longo de todo o

trecho afetado, que inclui os rios Gualaxo do Norte, Carmo e Doce.
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Figura 1 — Mapa com os pontos das 4 campanhas de coleta realizadas ao longo de Rio Doce e rios adjacentes.

15



pNunes
;Vbi% IB-CLP P

3.3. Organismo-teste

No presente estudo, foi utilizado o bivalve exdtico Corbicula fluminea, para a realizacdo dos
bioensaios laboratoriais. A utilizacdo dessa espécie como organismo modelo do estudo, por sua vez, se
baseia no fato de que estes animais filtradores possuem étima capacidade de bioacumulacdo dos
contaminantes, como metais, além de estarem em contato tanto com o sedimento quanto com as
particulas em suspensao na dgua préxima ao substrato (Abessa, 2016; Guo, 2018), podendo revelar os
efeitos cumulativos ambientais, ja que em ecossistemas 0s contaminantes se apresentam em mistura
(Rocha & Souza, 2012). Além disso, esta espécie responde de forma muito similar as nativas, logo a
resposta que apresentam em relacdo aos efeitos destes metais também pode ser extrapolada aquelas
pertencentes a nossa fauna (Abessa, 2016). Adicionalmente, a utilizacéo de C. fluminea ndo acarreta em
danos ecolégicos a populagdes de espécies nativas, sendo um importante aspecto por muitas destas ja se

encontram em algum grau de ameaga.

Figura 2 — Fotografia de um individuo da sp. Corbicula fluminea exposto aos sedimentos contaminados da campanha 4.
A foto foi tirada durante a verificagdo de organismos mortos.

3.4. Amostragem
As amostras de sedimento foram coletadas a cerca de 10 metros de distancia da margem, em

profundidades variando de 0 a e aproximadamente 15 cm. As coletas utilizaram pés plésticas e 0s
sedimentos foram acondicionados em sacos plésticos ou frascos. As aliquotas destinadas para as analises
ecotoxicologicas e quimicas foram refrigeradas & 4°C até seu respectivo uso.
3.5. Analises Quimicas

A anéalise de metais traco em sedimento foi feita submetendo as amostras a uma técnica de
digestéo parcial seguindo o procedimento SW 846 US EPA 3050b (USEPA, 1996). Consiste em uma
lixiviacdo acida em que dissolve elementos ligados a matéria organica, carbonatos, 6xidos de Fe / Mn e

adsorvidos em particula. Dessa forma, amostras de sedimento foram secas em estufa a 60°C, por 72h, e
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depois foram maceradas com o auxilio de pistilo e almofariz. Em seguida, para a extracdo &cida dos
sedimentos, 1 g de cada amostra foi transferido para tubos de vidro, mantidos em bloco digestor a 95°.
Foram adicionados aos tubos 5 mL de HNO3 (1:1) e aguardado de 10 a 15 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2,5 mL de HNO3 concentrado. Transcorridos 90 minutos, foram adicionados 1 mL de
H202 e 1,5 mL de &gua ultrapura (Milli-Q®) e aguardados 120 minutos. Apds este periodo, os tubos
contendo as amostras receberam 1 mL de H202 a cada 15 minutos, até atingir o volume de 5 mL. Por
fim, foram adicionados 5mL de HCI, e os tubos foram mantidos no bloco digestor por mais 15 minutos,
guando foram retirados do aguecimento. Apds o resfriamento, o volume foi ajustado para 50 mL com
agua ultrapura (Milli-Q®) e as amostras filtradas, sendo mantidas sob refrigeracdo até as analises.
Assim, Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram quantificados por espectrometria éptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Estas analises quimicas foram feitas pelo Laboratoério de
Quimica Inorganica (LaQIMar) do Instituto Oceanografico da USP, coordenado pelo Prof. Dr. Rubens

Cesar Lopes Figueira.

3.6 Ensaios de exposi¢ao

Nem todos os sedimentos coletados nas campanhas, foram utilizados nos ensaios de exposicao,
sendo apenas 0s pontos expostos na tabela 1 os que foram utilizados para a exposi¢do dos animais, isso
se deve por questdes de baixa quantidade amostral de sedimentos nas primeiras campanhas, pois ndo
seria possivel realizar triplicada, ja que parte dos sedimentos que foram recolhidos, foram destinados a
demais experimentos, como bioacumulagdo e testes com outros individuos, inviabilizando a utilizagdo
de sedimentos destes pontos faltantes para os biomarcadores.

Para os ensaios de exposicao aos sedimentos da Bacia do Rio Doce, primeiramente os individuos
de C. fluminea foram coletados no Rio Ribeira de Iguape, na regido do municipio de Sete Barras, regido
do Vale do Ribeira (sudoeste de SP). Os organismos foram colocados em caixas de plasticos em
ambiente umedecido e entdo transferidos para o local de estudos para a aclimatacdo, de 72 horas,
localizado no Campus do Litoral Paulista da UNESP, o Nucleo de Estudos em Poluicdo e Ecotoxicologia
Aquética, onde foram mantidos em caixas de 50L, contendo &gua do local de coleta dos animais, sob
aeracgdo constante e fotoperiodo 12h:12h (claro:escuro).

Os testes foram realizados com base nos protocolos propostos pela USEPA (1993) e USEPA
(2000), com adaptagdes de Abessa (2016). Para cada amostra de sedimento a ser testada, foram
consideradas trés réplicas, preparadas em frascos de polipropileno com capacidade maxima de 1,2 L,
preenchidos com 800 ml de agua de diluicdo e 4 cm do sedimento (figura 3). Com relagcdo aos
sedimentos, estes estavam armazenados separados em 3 réplicas de cada campanha, logo, ao montar o
experimento foi realizada a mistura homogénea das réplicas em cada frasco de seus respectivos pontos.

Os ensaios foram mantidos sob aeracdo constante, temperatura de 25° C (£2 °C) e fotoperiodo de 12:12
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(claro/escuro), sem adicdo de alimentacdo suplementar. Foram introduzidos de 8 a 15 organismos em
cada réplica, a depender da quantidade de individuos que foram coletados para a exposicao e seus

tamanhos, mantendo ao méximo uma homogeneidade de massa total. Foi verificada a presenca de

Figura 3 — Frascos de cada ponto da campanha 4 (Inverno) em triplicata com os bivalves expostos a sedimentos, foto
tirada ao inicio do experimento (T0)

Os animais sobreviventes foram sacrificados ao final do periodo de 14 dias de exposicdo, logo
apos a sua retirada de cada frasco, sendo dissecados para a extragao dos tecidos moles internos, os quais
foram acondicionados em eppendorfs e armazenados em ultrafreezer a - 80 °C.

Os parametros fisico-quimicos da agua foram medidos tanto no inicio (T0) quanto ao final dos
experimentos (T14) em cada campanha, sendo escolhida uma das 3 réplicas para a realizagdo da medigao
dos pardmetros.

Para a medicdo dos teores de oxigénio dissolvido foi utilizado um oximetro (Figura 4), assim
como o pH foi medido a partir da utilizagdo de um pHmetro depois da devida calibracdo do mesmo. No
momento inicial os parametros foram medidos antes da inser¢&o dos animais nas réplicas de sedimento,
dado o intervalo de descanso (para 0s animais se enterrarem no substrato), no tempo final (T14) os
pardmetros foram medidos pouco antes da retirada dos animais de dentro dos frascos de exposi¢éo para

a coleta dos tecidos mole.
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Figura 4 — Medicao dos parametros de O2 com a utilizagdo de um oximetro no primeiro dia do experimento de exposi¢do
a sedimentos de 2019/Inverno.

3.7 Biomarcadores

Para a analise de biomarcadores, aliquotas dos tecidos moles internos retirados destes animais
foram descongelados, pesados e homogeneizados sobre gelo em solugdo tampdo na razdo 1:4
(peso/volume) de TRIS 50mM; EDTA 1mM; DTT 1mM, sacarose 50mM, KCI 150mM, PMSF 1mM,
e pH ajustado em 7,6. Apds a homogeneizacdo as amostras foram entdo transferidas para microtubos e
centrifugadas por 30 minutos, a 4°C e 9000 rpm, separando o sobrenadante em um novo microtubo e
mantido a -80 °C no ultrafreezer para andalises posteriores.

A dosagem de GSH foi medida por absorbancia para a quantificacdo dos grupos sulfidrilas
presentes na amostra, de acordo com o método de Sedlak & Lindsay (1968), por espectrofotometria a
415nm. As amostras ainda congeladas do tecido tiveram 50uL de solugéo de &cido tricloroacético (TCA)
50% adicionados ao sobrenadante. Apds misturar bem, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por
10 min e 4°C e entdo foram pipetados 50uL do sobrenadante em microplaca. Para o branco foram
pipetados 50uL da solugdo de TCA a 50% em 200uL de PBS em microplaca (triplicata), a curva padrao
também foi realizada em triplicata no volume de 50uL. Os resultados foram expressos em nmol
glutationa por mg proteina.

A quantificacdo da atividade enzimatica da GST foi adaptada de McFarland et al. (1999). Para
quantificar o branco foi utilizada uma amostra de 20puL de tamp&o de homogeneizagéo (Fontes, 2016).
Ja com relacéo a analise foram usados 42 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e 1mM de GSH
como substrato. O S-2,4-dinitrofenilglutationa formado pela reacdo foi quantificado pelo aumento da
absorbancia a 340nm a 30°C a cada 30 segundos durante 3 minutos em microplaca transparente, sendo
os resultados finais expressos em nmol. mint.mg* proteina total.

Para a solucéo tamp&o seréo preparadas duas solucGes: a primeira, basica, a partir da diluicdo de

6,9672g de K;HPO,4 em 400 mL de &gua Mili-Q e a segunda, acida, com KH,PO, em 400 mL de &gua
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Mili-Q (Fontes, 2016). A solucdo do meio de reacéo possui pH 6,5, tendo sido feita pela mistura inicial
de 0,02g de CDNB em 500pL de etanol, entdo a solucdo resultante foi adicionada a outra composta por
0,24 g de Hepes (10 mM), 0,03g GSH (1 mM) e 0,73 g de NaCl (125 mM) diluidos em 100 mL de &gua
destilada (Fontes, 2016).

A atividade da GPx foi medida por espectrofotometria a 340 nm a cada 2 minutos por 10 minutos,
utilizando 9,7uL de hidroperdxido de cumeno 1 mM incubada em temperatura de 30 °C como substrato
(McFarland et al., 1999) e 20uL de tampdo de homogeneizacao para o branco.

A solucdo tampao foi formada pela mistura de duas solug6es (acida na basica) com o pH ajustado
para 7,0. Para a solucéo acida foram diluidas em 500 mL de agua Milli-g: 3,405g de KH.PO, (50mM),
0,0186g de EDTA (0,1 mM) e 0,00488¢g de azida sodica (0,15 mM), j& a basica foi composta por 8,71g
de K;HPO, (50mM), 0,0372g de EDTA (0,1 mM) e 0,00975¢ de azia sddica (0,15 mM) em 500 mL de
agua Milli-g. A solucéo diéria, cujo prazo de validade é de apenas 4h, foi feita em falcon de 50 mL
formada por 0,0461 g de glutationa reduzida e 0,146g de NADPH, agitada e por fim incubada a 30 °C.
3.8 Anélises Estatisticas

Os dados ecotoxicoldgicos foram primeiramente verificados quanto a distribuicdo normal e
homogeneidade das variancias, pelos testes de qui-quadrado e Bartlett, respectivamente. Em seguida,
para comparar os resultados obtidos com o grupo controle e entre eles foi usada a ANOVA de uma via
para dados que se apresentaram normais em relacdo as variancias e Kruskall-Wallis para aqueles que
foram heterocedésticos ou ndo normais, sendo usado o teste de Dunn como a comparagdo a posteriori
para verificar quais pontos diferiram entre si. Ainda, por fim foi realizada a Correlacao Linear de Pearson
entre as médias de cada um dos biomarcadores em cada ponto e os valores de metais resultantes das
andlises quimicas, em mg/kg, para verificar assim as associagdes entre as variaveis GSH, GST, GPx e
metais. Tanto a correlacdo, quanto os testes de ANOVA e Kruskall-Walis foram realizados a partir do
programa Past4.03. Os graficos de barra por sua vez foram realizados a partir do programa Graph Pad
5.

4. Resultados e Discussao
4.1  Analises Quimicas

Os resultados das anélises quimicas na tabela 2 demonstraram que na Campanha 1 o Ferro (Fe) e
Aluminio (Al) foram metais que tiveram altas concentra¢cdes em todos os pontos observados, além disso,
em Gualaxo do Norte nota-se um valor mais elevado de Arsénio (As) e Cadmio (Cd) com relacdo aos
limites permitidos pelo CONAMA (CONAMA 454/2012). Os altos valores destes metais podem ser
explicados pela composicdo da pluma de rejeitos, por serem relacionadas a mineracdo, pois segundo
Pires et al. (2003) minerais como hematita e goethita possuem respectivamente 63,6% e 24,6% de Fe

em sua composicao, da mesma forma que a caulinita possui uma porcentagem de Al, sendo estes parte
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dos rejeitos da mineracdo. Além disso, o laudo realizado pelo IBAMA anteriormente ao rompimento da
barragem do Funddo mostrou que tanto essa quanto a barragem de Germano j& apresentavam rejeitos
quase completamente compostos por ferro e silica, além de apontar que os demais metais tracos podem
estar relacionados tanto as contaminac@es localizadas quanto a dependéncia das caracteristicas dos tipos
de minérios e estéreis envolvidos na mineracdo (IBAMA, 2015).

Em comparagdo com a Campanha 1, na 22 Campanha, realizada em Novembro/2016 durante o
periodo chuvoso, os sedimentos apresentaram concentracdes de metais em niveis menores, sendo alguns
dos principais exemplos os niveis de Fe, Al e Manganés (Mn), com excessao do ponto Gualaxo do Norte
para Fe. Apesar dos resultados das analises quimicas desta campanha apresentarem niveis de metais
abaixo daqueles encontrados logo ap6s o incidente, demais estudos demonstraram que durante 0s
periodos chuvosos ocorre a ressuspensdo de sedimentos junto de contaminantes para a coluna d’agua,
principalmente na regido préxima ao sedimento, o que pode levar, por exemplo, a niveis extremamente
altos de metais durante essa época do ano nos sedimentos mais superficiais e coluna d’agua proxima a
estes, assim como alteragdes significativas na defesa e controle redox de animais da regido (Gabriel et
al., 2020; Mendes et al., 2020).

Ainda em relacdo aos altos niveis do fluxo do rio durante o periodo de coleta, segundo Oliveira
et al. (2017) as atividades antropicas na Bacia Hidrografica do Rio Doce, assim como efeitos mais
globais como as mudancas climéticas, podem estar influenciando a disponibilizacdo dos metais no
sedimento e coluna d’agua, pois foi visto um aumento de magnitude em fenémenos que controlam o
alto fluxo de agua no rio durante as chuvas, como a variacdo da Zona de Contingéncia do Atlantico Sul
nos meses de Outubro, Novembro e Dezembro, além de uma série de impactos como o desmatamento
e erosdo do solo causados pelas atividades locais como agricultura e a propria urbanizagao.

A Campanha 3 por sua vez traz dados de aproximadamente 3 anos ap6s o rompimento da
barragem, inicio de 2019, durante o periodo chuvoso (Verdo). Como pdde ser observado na tabela 2,
houve um aumento das concentraces de metais em geral quando comparado com a campanha anterior,
havendo elementos quantificados em niveis acima dos limites permitidos pelo CONAMA 454/2012 para
sedimentos dragados em corpos hidricos Classe 1, com relagdo ao metaldide As, nos pontos Gualaxo,
Candonga e Naque, e ao metal Cd nos pontos Gualaxo, Candonga e Referéncia. Porém, também ¢é
possivel ver uma diminuicdo do nivel de Cromo (Cr) em Piracicaba entre estas mesmas campanhas,
onde o ponto volta a estar abaixo do limite do CONAMA.

Por fim, a 42 Campanha, realizada no periodo seco (Inverno) apresentou em comparagao com as
demais campanhas uma quantidade maior de metais acima do limite aceitavel estabelecido pela
legislacdo para As, Cd, Cr e Niquel (Ni). Sendo os pontos da porcdo do Alto do Rio Doce (Gualaxo,
Candonga e Naque) as que mais apresentaram discrepancias com o limite do CONAMA 454/2012,

principalmente para As. Governador Valadares também obteve altas propor¢des de metais de forma
21



jpunesp

&VE& IB-CLP

geral, 0 que podem estar associadas a propria contaminacéo local, principalmente do aporte de efluentes
domeésticos e industriais com baixo ou nenhum tratamento prévio (ANA, 2016; Dias et al., 2018). Esse
resultado na campanha 4 pode estar relacionado ao baixo fluxo do rio e maior estabilidade do substrato
durante esse periodo do ano, o que torna as contaminac@es mais localizadas (Alfenas, 2010; Marques &
Barbosa, 2001). Da mesma forma, atividades antrépicas presentes ao longo do rio, podem levar a
poluicdo crénica de pontos proximos a estas. Segundo o relatério do IGAM (2020) apds passados 3 anos
do desastre, as regiGes mais proximas ao rompimento da barragem apresentam concentracoes
permanentemente altas de As.

Ainda, o aumento dos metais ao longo do tempo, principalmente nas campanhas 3 e 4, podem
estar relacionados com a natureza do Fe em sedimentos de baixo 02, pois segundo Queiroz et al. (2022)
locais como o Rio Doce, rios de fluxo varidvel ao longo do ano apresentando também ambientes
estuarinos, possuem uma alta variagdo diaria, sazonal e espacial de componentes abioticos, como por
exemplo o sedimento proximo ao estuario sendo mais andxico e variagdo redox de acordo com o fluxo
dorio, além da atividade biotica da fauna local. Assim, ao serem liberados, estes rejeitos de oxihidroxido
de Fe entraram em contato com esse ambiente dindmico, modificando a matriz cristalina para minérios
de baixa cristalizagdo, seja pela alteracdo constante da capacidade redox do ambiente ou pelo consumo
do Fe pela microbiota local (Queiroz et al., 2022). Sabe-se que o oxihidrdxido de ferro, quando estavel,
em alta cristalizacdo, possui a capacidade de reter metais, porém quando este passa a apresentar uma
baixa cristalizagdo, torna-se mais facil de dissoluir, levando entdo a diminuicdo da capacidade do solo
de reter elementos como os demais metais e permitindo dessa forma um aumento da biodisponibilizacdo
e contaminacao por estes no sedimento (Queiroz et al., 2021; Queiroz et al., 2022).

Esses valores distintos de metais entre as campanhas, principalmente quando comparamos
campanha 3 (verdo/2019) e campanha 4 (inverno/2019), possivelmente se devem as proprias mudancas
do rio, pois sabe-se que fenomenos comuns dessas regides estuarinas como as mudancas no fluxo do rio
podem modificar a mobilidade e disponibilidade dos metais em sedimento, coluna d’agua e material
particulado em suspensdo (Viana, 2020), pois podem ressuspender os metais junto do sedimento.

O encarte especial de qualidade das aguas realizado pela IGAM (2020) também analisou a
concentracdo dos metais no sedimento, tendo como base de comparagédo os valores pelo trabalho de
Costa (2015), ja que 0 CONAMA néo possui referéncia para ferro, aluminio e manganés. Neste encarte
foi observado que as concentra¢Ges dos contaminantes estdo diminuindo ao longo do tempo e que ferro
dissolvido aparece com valores mais elevados nos sedimentos em Gualaxo do Norte e outros trechos
mais proximos do rompimento da barragem, enquanto aluminio apresentou um comportamento inverso,
com concentracdes maiores a jusante do rio. Mesmo que os dados dos metais analisados neste trabalho
tenham mostrado um padrédo de aumento dos metais disponiveis no sedimento com o tempo, diferente

do resultado encontrado pelo IGAM, um padrdo similar encontrado principalmente nas campanhas de
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2019 é o da dispersdo dos metais Fe e Al, sendo o Alto Rio Doce mais afetado pelo Fe e o Baixo pelo

aluminio, porém em nosso trabalho nota-se também uma forte presenca do Médio Rio Doce,

principalmente Governador Valadares, nos maiores valores destes metais.

Tabela 2 — Analises de metais presentes nos sedimentos coletados por este trabalho ao longo do Rio Doce. Os nimeros apresentados em vermelho
estdo em discordancia com o limite apresentado pela classificagdo de sedimentos dragados para Classe | do CONAMA 454/2012. Com relag&o aos
nomes da coluna Amostras, em vermelho estdo as pertencentes a Campanha 1, em amarelo Campanha 2, Laranja Campanha 3 e Azul Campanha 4,
também nota-se que o ponto referéncia para as campanhas 1 e 2 esta destacado em Verde. Os metais em cinza sdo os que ndo possuem limite

determinado pela legislac&o.

Amostras (mg/kg) As Cd Cr Cu Mn Ni Pb Zn Fe Al

Classe | CONAMA 454/2012 5,9 0,6 37,3 35,7 - 18 35 123 - -
27,15 1,73 13,19 12,43| 7408,95 7,95 5,37 15,89| 48216,15 3802,52
5,29 1,09 29,92 10,55 439,54 8,96 5,50 24,05| 56340,40| 10839,10
Gualaxo do Norte 23,58 1,22 12,79 20,29| 5817,66 8,78 5,13| 16,22| 80944,65 3850,11
Paracatu 1,26 0,41 4,79 2,79 261,48 2,29 1,65 8,36 22551,05 1248,82
Rio Doce 1,71 0,13 2,28 1,56 72,87 1,31 0,63 5,38 7971,52 600,88
BR 262 2,32 0,49 4,39 1,69 61,60 1,76 1,70 6,45 29020,15 1449,64
Naque 9,18 0,65 35,09 12,09 236,52 10,33 9,99 38,27| 42573,75( 30285,75
Governador Valadares 1,93 0,27 17,38 8,44 112,65 6,51 4,68 27,44| 18700,80 9860,37
Galiléia 1,78 0,06 9,01 1,54 82,08 2,47 1,16 8,06 4788,29 1816,26
Piranga 1,45 0,20 22,27 7,71 63,17 7,76 3,18 22,77| 12288,05 7327,32
Piracicaba 3,47 0,27 39,92 5,35 74,02 11,26 4,74] 53,60 19758,80 6785,45
Manhuagu <LQM 0,03 3,36 0,98| 1508,08 33,06 0,56 0,78 4,45 906,00
Gualaxo 29,07 1,54 16,49 26,98| 12092,05 13,94 8,92 18,96| 75634,15 5359,30
Candonga 6,20 0,71 18,14 7,15 309,09 7,14 4,84 17,77| 35743,73| 11432,65
Naque 7,58 0,70 31,94 6,34 348,48 9,92 5,86 25,70| 38465,43 9426,80
Gov. Valadares 3,84 0,65 21,27 6,91 125,73 6,59 8,25| 25,20 20543,51| 12434,38
Aimorés 1,97 0,50 24,49 6,82 256,41 7,38 7,73| 26,14| 27520,10| 18902,63
Colatina 3,60 0,29 14,53 3,55 94,35 5,38 3,97| 16,89| 17081,36 9258,51
Linhares 3,49 0,28 15,00 4,16 152,70 6,76 4,30 22,09| 16694,20( 10172,90
Referéncia 4,84 1,39 24,32 14,01 465,30 7,22 28,23 69,58| 71479,63| 45528,97
Gualaxo 47,76 5,14 16,38 14,51| 11373,07 11,31 12,92| 36,13| 286494,33 4941,46
Candonga 26,71 1,31 28,13 23,03 1270,57 25,45 7,39 38,09] 60587,27| 28652,25
Naque 17,40 1,56 54,93 15,96| 1777,69 20,51 10,57| 50,24 95912,75( 36431,55
Gov. Valadares 13,05 1,91 65,61 22,78 452,30 23,24 20,27 83,23| 82645,30| 42707,03
Aimorés 3,15 0,37 16,22 5,23 105,14 4,86 5,41 20,76| 22167,77| 16893,03
Colatina 6,75 0,72 37,87 12,07 203,69 15,22 10,36] 49,95 40260,80( 39474,60
Linhares 5,13 0,25 11,89 2,56 92,77 3,54 2,96 11,48| 16145,84 7343,34
Referéncia 5,90 1,58 28,77 17,27 718,14 9,30 32,70( 85,67| 75212,55| 466555,75

Legenda de Cores

Referéncia 12 e 22 Campanhas

32 Campanha 42 Campanha

12 Campanha 22 Campanha
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4.2  Parametros Fisico-Quimicos

Na campanha 1 os parametros Fisico-quimicos da dgua entre o dia 0 e 14 de exposi¢do obtiveram
pH entre 7.12 e 7.22 ao final do experimento e O2 entre 5.88 e 6.0 mg/L.

Na campanha 2 houve uma variacao final do pH de valores entre 7.11 e 7.84, assim como para
02 estes estavam entre 5.2 e 6.0 mg/L.

Na campanha 3, os parametros Fisico-Quimicos obtiveram pH, entre 7.35 e 7.63 no fim do
experimento, apenas com excec¢do de Referéncia (Rio Corrente) que foi de 7.25 para 6.24 e Gualaxo de
7.62 para 7.47. Com relacdo ao O2 todos os pontos apresentaram valores entre 4.10 e 4.86 mg/L.

Na campanha 4 todos os pontos foram iniciados em pH de valor 6.93 por ser o pH da &gua de
diluicdo utilizada no teste e tendo ao fim uma variacdo de 7.34 a 8.17, ja 0 O2 se iniciou com valores
entre 6.36 e 6.80mg/L e ao final do experimento apresentou valores entre 7.26 e 8.21 mg/L.

A tabela com os valores iniciais e finais das campanhas podem ser observadas no Anexo IlI.

4.3  Andlise dos Biomarcadores

Em relacdo a GPx, apenas na campanha 3 houve diferencas significativas, sendo essas entre o
ponto Aimorés e o controle, assim como Aimorés com Gualaxo e Candonga, também houve diferenca
entre Candonga e Linhares, sendo Aimorés e Linhares os pontos com maiores valores de GPx nessa
campanha (figura 5). Nas demais campanhas ndo houve diferenca significativa.

Quanto a GST (figura 6) se observou diferencas significativas também na terceira campanha,
sendo essas entre Colatina e o controle, entre Colatina e Gualaxo, entre Colatina e Candonga, entre
Colatina e Naque e entre Colatina e Linhares, sendo Colatina o ponto com menor atividade dentre esses,
a campanha ainda apresentou diferencas entre Naque e Linhares, com relacdo as demais campanhas néo
se observaram diferencas significativas, porém é possivel notar um aumento néo estatistico em animais
expostos ao sedimento de Gualaxo do Norte (campanha 1) e Gualaxo, Paracatu, Piranga, Rio Doce,
Piracicaba, Governador Valadares e Galiléia, na segunda campanha.

Por fim, a anélise da GSH revelou diferengas significativas entre os valores do controle com Rio
Doce, BR 262 e Piracicaba na segunda campanha, sem diferencas nas demais campanhas. Porém mesmo
gue ndo estatisticamente significativos, alguns dos valores mais altos ocorreram na campanha 1
(Gualaxo do Norte e Ipatinga), campanha 3 (Candonga) e campanha 4 (Gov. Valadares) como indicado

na figura 7.
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Figura5 - Comparacéo da atividade de GPx nas coletas 1, 2, 3 e 4. A barra em verde corresponde ao controle. Na campanha
3, letras diferentes representam diferencas significativas. No canto inferior esquerdo dos gréficos 1) se refere & Campanha
1, I1) Campanha 2, 111) Campanha 3 e VI) Campanha 4.

Os resultados de GPx demonstraram diferenga significativa entre os pontos de coleta apenas na
campanha 3 nomeados pelas letras a e b, onde os pontos presentes no Alto Rio Doce apresentaram
valores menores do que os presentes no Baixo Rio Doce. Nesta campanha, o Cadmio e o Arsénio se
apresentaram mais elevados, em especial no Alto Rio Doce, sendo os pontos Gualaxo do Norte,
Candonga e Naque acima do valor referéncia para concentracdo de metais em sedimentos dragados em
recursos hidricos classe I pelo CONAMA, além disso é possivel notar que o Fe, metal trago do
rompimento, também se apresentou mais elevado na maioria dos pontos na terceira campanha com
relacdo a segunda, com excecdo de Gualaxo do Norte. Esses resultados sdo possivelmente devidos a
proximidade com a antiga mineragdo do Quadrilatero Ferrifero (IBAMA, 2015) e a propria barragem
de Fundéo.

Enquanto as campanhas mostram uma diminuigdo da atividade da GPx, as analises quimicas
(tabela 2/Anexo V) mostram que com o passar do tempo ha o aumento dos metais no sedimento, com
pontos de coleta apresentando niveis de metais superiores a legislacdo para As, Cd e Cr, assim como,

na campanha 4 pontos acima para Ni. Segundo Kucuksezgin (2007), a GPx pode ser inibida de forma
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irreversivel quando exposta & altas concentrages de metais e metaldides no ambiente. Porém ao se
observar as enzimas GST e GPx, juntamente das GSH é possivel notar que estas permanecem em
atividade, principalmente a GSH, mesmo que em menor quantidade, nos permitindo inferir que ao
menos parte dos metais continuam sendo depurados pelo sistema antioxidante da GSH (Huber et al.,
2008; Rover et al., 2001), principalmente em candonga e no médio Rio Doce e que essa diminuicdo de
atividade e concentracdo esta mais associada a ativacdo de demais vias metabdlicas como visto por de
Oliveira et al. (2018).
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Figura 6 - Graficos de barra comparando a atividade da GST entre os pontos em cada campanha de coleta. O ponto
considerado controle em cada campanha esta diferenciado em cor verde. E possivel observar na campanha 3, as diferencas
significativas encontradas nomeadas por letras de a a ¢. No canto inferior esquerdo dos graficos 1) se refere a Campanha
1, 1) Campanha 2, 111) Campanha 3 e VI) Campanha 4.

Com relacéo a GST, foi observado diferenca estatistica significativa também para as amostras da

campanha 3, onde os pontos no Alto do Rio Doce apresentaram valores mais altos do que aqueles

presentes no Baixo Rio Doce, onde as amostras do sedimento controle apresentou valores altos. Nas
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campanhas 3 e 4 foi observada uma reducéo nas atividades de depuracdo tanto da GPx quanto da GST,
guando comparadas ao controle, ndo apresentando diferencas significativas entre as campanhas 3 e 4.
Isso pode tanto indicar um efeito inibitorio pela mistura de metais em altas concentrag@es (Bigot, 2010),
como observado por Bonnail et al. (2016) em Corbicula fluminea em condic¢des laboratoriais expostos
a concentragbes de cobre (Cu), (acima do limite do CONAMA para agua doce Classe Ill), os quais
causaram altera¢bes na concentragdo de GST atuando na diminuicdo de sua atividade. Assim como,
pode estar relacionada possivelmente a ativacao de demais vias de depuracdo com o aumento dos metais
no ambiente, sendo exemplos as metalotioneinas, proteinas de baixo peso molecular responsaveis pela
depuracdo de metais essenciais e ndo-essenciais no citosol, sendo exemplos o Cu e o Cd, e a familia de
enzimas Peroxirredoxinas (Prx), que lidam com estresse oxidativo causados por metais e organicos
(Bonnail et al., 2016; Drago, 2022; Trevisan et al., 2014).

A metalotioneina dos C. fluminea expostos aos sedimentos das campanhas 3 e 4, também foi
quantificada por nosso grupo de pesquisa em um trabalho ainda ndo publicadol. Esse trabalho mostrou
um aumento estatisticamente significativo entre essas campanhas, sendo o inverno (Campanha 4) onde
houve uma maior concentracdo de metalotioneina, seguindo assim, o padrdo de aumento que 0s metais
demonstraram no sedimento. O Cd é um exemplo claro dessa situacao, pois sabe-se que este € um dos
principais metais ndo essenciais que se associam a metalotioneina (Bonnail et al., 2016) e é possivel
notar seu aumento, levando até a apresentar concentrag@es acima da legislacdo em quase todos os pontos
da campanha 4 (tabela 2).

Além disso, Drago et al., 2022 realizaram um estudo molecular com o grupo de enzimas 2-cys
Prx da espécie marinha de tunicata Ciona robusta sob a presenca de concentracOes altas de metais, 0s
resultados demonstraram um aumento significativo do RNA mensageiro de todas as 3 Prxs com o passar
do tempo de exposicdo destes organismos & Cu, Cd e Zn, sendo que em Cd e Cu houve um grande
aumento nas primeiras 48h de experimento para a Prx 2. Assim como, em bivalves, Trevisan (2014)
expos Perna perna a varias concentragcbes de peroxidos, demonstrando que até certa dose de
contaminagao por peroxidos, as Prxs funcionavam como algumas das mais rapidas e principais enzimas
de resposta & peroxidagdo no citosol e mitocondrias. Logo, estes experimentos condizem com a
possibilidade da diminuicdo das atividades das enzimas GST e GPx se dever & ativagdo de outras vias
de depuracéo.

Da mesma forma, de Oliveira et al. (2018) realizaram um experimento com a espécie nativa
Anodontites trapezialis e observaram que a atividade de GST pode ser diminuida quando o animal fica
exposto a altas concentragdes de Mn (5 mg/L) nas glandulas digestivas, levando a hipdtese de que o0 Mn
possui um grande potencial de supressdo metabodlica nestes animais bivalves, sendo vista ja uma

supressdo na GST com concentracdes de 0,5 mg/L de Mn. Demais estudos em C. fluminea indicam que
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0s 0rgdos destes organismos possuem uma alta especificidade de respostas a metais, sendo as branquias
um dos 6rgdos mais afetados pela bioacumulagdo (Guo, 2018).

Conforme Miserazzi et al. (2020) a espécie C. fluminea quando exposta a amostras de 6leo pode
acionar estratégias de defesa quando estdo expostos a um ambiente contaminado, sendo exemplos a
menor abertura de valvas e o comportamento de “catch”, que seria a manutencdo das valvas
completamente fechadas por um periodo maior de tempo, impedindo-os de ingerir mais sedimentos
contaminados e assim, ter menos contato com 0s metais presentes no meio, o que pode também ser uma
explicacdo a diminuicdo da atividade das enzimas (GST e GPx) enquanto ha o aumento dos metais.
Além disso, diversos trabalhos demonstram que estes animais realizam uma mudan¢a comportamental
quando em um ambiente contaminado por metais em elevadas concentracdes, como reducdo de seu
metabolismo, desta forma também diminuindo seu consumo de oxigénio e realizando o fechamento das
valvas (Liao et al. 2005; Ortmann and Grieshaber, 2003). Embora comportamento e metabolismo
energético nao tenham sido avaliados, os estudos mencionados mostram que C. fluminea dispdem de
mecanismos para tentar reduzir a exposi¢do aos agentes estressores, como poluentes. Porém Liao et al.
(2005) também indica que ha um nivel de “dose- resposta” do contaminante para tal comportamento, o

que evidencia que a capacidade de evitar a contaminacéo é limitada.
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Figura 7 - Em GSH, os pontos de coleta em cada campanha. Em verde é observado o ponto considerado controle de cada
gréfico, assim como na campanha 2, é possivel observar as diferencas significativas ordenadas por letras. No canto inferior
esquerdo dos graficos 1) se refere a Campanha 1, 1) Campanha 2, 111) Campanha 3 e VI) Campanha 4.

A atividade da GSH apresentou diferenga significativa entre os pontos de amostras da campanha
2, um ano apos o desastre, onde os pontos Rio Doce, Piracicaba e BR262, os dois primeiros pertencentes
ao Alto e o ultimo ao Médio Rio Doce, apresentaram 0s pontos maior atividade da enzima. Porém é
importante notar que nas demais campanhas houve um aumento visualmente significativo em relagéo
ao controle, como os pontos Gualaxo do Norte e Ipatinga na campanha 1 com valores superiores ao
dobro do controle, assim como os pontos Candonga, Governador Valares, Aimorés, Colatina e Linhares
na campanha 3, observando-se em Candonga valores superiores ao triplo do controle. A campanha 2 foi
realizada aproximadamente 1 ano ap6s o rompimento da barragem, desta forma a diferenca estatistica
observada nas amostras dos pontos Rio Doce, BR262 e Piracicaba com o controle pode explicada pelo
assentamento dos sedimentos contaminados durante a estagdo seca anterior a coleta, onde a maior parte
dos contaminantes passaram da coluna d’agua para o sedimento e deu inicio & fase cronica de toxicidade
dos organismos expostos (Sa et al., 2021).
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Ainda com relagéo as atividades altas dos biomarcadores comparados ao controle das campanhas
em alguns pontos, estes resultados podem ser devidos também aos contaminantes organicos pontuais,
como é possivelmente o caso de Governador Valadares, ja que esta apresentou altas concentragfes para
muitos metais, como As, Cd, Cr, Ni e Al, possuindo também, segundo o encarte da ANA (2016),
contaminacdo por efluente doméstico, junto com Colatina e Linhares. De Souza et al. (2022) cita em
seu trabalho sobre a presenca de poluentes organicos persistentes (POPs) no Rio Doce, que mesmo 0s
que foram avaliados ndo terem apresentando concentracfes que aparentam oferecer risco ecoldgico, ha
possivelmente uma influéncia sazonal na dispersao e concentracdo destes poluentes. Ainda com relacéo
aos efeitos dos organicos. Cheung et al. (2002) analisou a resposta de moluscos bivalves da espécie
Perna viridis a Hidrocarbonetos Clorados em ambiente controlado, onde estes apresentaram uma
inducdo de GSH e GST em concentragdes-trago do poluente, sendo estas consideradas antioxidantes
pouco especificos, ainda no estudo é considerado que no ambiente natural, 0s comportamentos destes

hidrocarbonetos podem ser diferentes pela presenca de outros contaminantes.
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3 30

2004

a a
1754 4 25 251 j—lz_
i 150
}
ERPER
i 1004

754

b b b b
5 5
251
> “ h A . > “
£ : 3 F
g & & &
& & 4 4

nmal de tidis mg-1 prot
o
r
Nmoles de GSH-CONB/min
o

jcr

~ S - “ ~ S
5 5 N s . 5
= <= < - 4 <
£ & £ & £ &
§ § § £
v v o (%3 v v

[
Mapy,
2 3

b
&
¢

Figura 8 - Analise comparativa dos biomarcadores entre as campanhas. Em I) GPx, 11) GSH e I11) GST, sendo as diferencas
significativas em cada grafico demonstradas pela letra a) e b).

Ao realizar uma comparacdo entre as campanhas de cada biomarcador, ao analisar a figura 8,
nota-se uma diminuicéo da atividade dos mesmos. Segundo a andlise realizada a partir da estatistica de
Kruskal-Walis entre as campanhas, ndo houve diferenca significativa entre as campanhas 1 e 2 e nem
entre 3 e 4, porém foi observada diferenca estatistica das campanhas 1 e 2 com as campanhas 3 e 4, para
as atividades tanto de GSH quanto GST e GPx, 0 que nos permite afirmar que houve uma diminuicdo
significativa da atividade dos biomarcadores com o passar do tempo. Porém com relacdo a GSH, mesmo
obtendo valores de diminuicdo estatisticamente significativos, ¢ possivel notar na figura 7 que

permaneceu aumentada em muitos pontos durante as campanhas, principalmente em comparagéo ao
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controle. Esse resultado pode estar relacionado com o aumento geral dos metais no sedimento a partir
da campanha 3, como pode ser visto pela tabela 2.

Ainda, é possivel visualizar tanto na figura 8 quanto nas figuras 5, 6 e 7 que nas campanhas 1 e 2
as enzimas e a GSH estdo em concentrac@es altas e com diferencas em relacdo ao controle, mesmo que
em geral ndo haja diferencas estatisticamente significativas. 1sso pode ser explicado pelo aumento da
defesa dos organismos aos xenobidticos, no caso principalmente defesa aos metais que além de serem
responsaveis pela formacdo de ERO, também podem agir de forma direta com as enzimas GST e GPx
e com a GSH, levando ao funcionamento deste sistema antioxidante, como visto por Camargo (2018) e
Farombi et al. (2007). Porém a partir da campanha 3 houve a diminuicdo de GPx e GST, sendo esse
possivelmente um resultado tanto pelo "esgotamento” da defesa antioxidante devido ao aumento da
concentragdo de metais em todos os pontos do rio, como também a ativagdo de vias como as da
Peroxirredoxina, Superéxido Desmutase, Catalase e Metalotioneina (Camargo, 2018; Farombi et al.,
2007; Bonnail et al., 2016; Oliveira et al., 2018; Trevisan, 2014).

Assim, devido a continuidade das atividades de GST e GPx nas duas Ultimas campanhas onde ha
altos niveis de metais como Al, Cd e Fe, junto da concentracéo alta de GSH em alguns pontos quando
comparados ao controle. E possivel que este sistema antioxidante se manteve ativo e depurando 0s
metais em diversos pontos de coleta, porém o aumento de metais em si possivelmente levou a ativagdo
das demais estratégias de defesa por estes animais, como 0 aumento da producdo de muco e a
transferéncia destes metais para serem usados em demais estruturas, como as conchas, estratégias vistas
por Oliveira et al. (2018), porém ndo realizada neste trabalho, e o aumento da concentragdo de
Metalotioneina, analisada por outro trabalho ainda ndo publicado realizado pelo nosso grupo de
pesquisa.

Bigot et al. (2010) realizaram um experimento avaliando a taxa de transcricdo de diversos
biomarcadores em C. fluminea expostos & 4gua contaminada com diversas concentragdes de Cu e Cd,
assim como a mistura destes dois componentes em duas concentracdes (10 e 50 ug/L de cada) por 12h.
Os resultados corroboram com a diminuigéo da atividade de GPx e GST em resposta do aumento das
concentragdes de metais, pois quando os individuos foram expostos de 50ug/L de Cu, assim como Cd,
estes apresentaram uma queda na expressdo de mRNA das enzimas em brénquias.

Além disso, € importante ressaltar que diversos estudos mostram que os metais afetam outros
biomarcadores além de GST, GSH e GPx, sendo exemplo o decréscimo de atividade das enzimas
Superéxido Desmutase (SOD) e Catalase (CAT) com a exposi¢do prolongada ao Cd, assim como da
AChE quando exposta a concentracdo de 2mg/L de Cu por uma semana (Macias-Mayorga et al., 2015;
Bonnail et al., 2016). Logo, a alta concentracdo de metais nos sedimentos do Rio Doce (alguns acima

da legislacéo) pode vir a causar demais interferéncias.
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Figura 9 — Representacdo grafica das correlagfes observadas entre os metais presentes no sedimento e os biomarcadores
estudados. Em azul esta sendo mostrada a correlagdo positiva, assim como séo apresentadas em vermelho as correlagdes
negativas. Quanto maior a area circular, maior o valor de R, sendo portanto, uma correlagdo mais significativa.

A Figura 9, assim como a Tabela 3 abaixo com os respectivos valores de p e R, mostram 0s
resultados obtidos ao realizar uma correlacdo linear de Pearson entre os metais e 0s biomarcadores
analisados neste trabalho. Nota-se a correlagdo positiva entre diversos metais como Zinco (Zn)/Chumbo
(Pb) e Manganés (Mn)/Arsénio (As), assim como entre os biomarcadores apresentados, GPx, GSH e
GST. Também é importante observar a correlacdo negativa apresentada entre os biomarcadores e alguns
metais especificos, mesmo que numericamente estas tenham sido baixas, com valores de R menores,
porém proximos de 0.5, principalmente para Chumbo (Pb).

O Cadmio, mesmo ndo apresentando correlacdo com a GSH e as enzimas GST e GPx neste
trabalho, segundo Arini (2014), é necessario mais do que um ano de depuracdo para que este seja
ajustado pelo C. fluminea, ja que em um ano apenas 73% do metal acumulado foi eliminado pela espécie,
mesmo estando exposta durante a depuracdo a um ambiente laboratorial de &gua e sedimentos sem

contaminacdo, mostrando que os metais possuem diferentes taxas de depuracdo pelos animais.
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Foi visto por Oliveira et al. (2018) os metais possuem efeitos aditivos e antagonicos entre si
guando em mistura, como a relagdo antagonica de Zn com Fe, sendo o primeiro um antioxidante para o
segundo. Porém ao se observar a tabela de correlagdo neste trabalho, ndo é possivel ver efeitos
antagbnicos, assim como também de alguns metais descritos na literatura como importantes poluentes
para esses animais e estes biomarcadores, como é o caso do Cd. Isso se deve possivelmente as baixas
concentracdes de alguns metais como Zn e Cu, principalmente quando comparados com aqueles
pertencentes a pluma de rejeitos liberada, como o Fe e o Al, 0s quais tiveram apenas tendencia de
aumento, tanto por estarem presentes em concentracdes extremamente altas desde o desastre quanto por
serem ressuspendidos do sedimento durante periodos de chuva (S et al.,2021; Reis et al., 2019).

A contaminag&o pelas altas concentragdes de Fe pode ter gerado ERO, porém possivelmente o
fato deste ser um metal essencial com diversos mecanismos de regulacdo pelos animais quando em
baixas concentragcbes no ambiente e 0 aumento do Zn com o passar do tempo, assim como as altas
concentracdes de Mn nas campanhas podem ter impedido uma participacdo maior do Fe na producédo
das espécies reativas (Oliveira et al., 2018; Alfenas et al., 2010; Sa et al., 2021).
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Tabela 3 — Valores numéricos das correlagdes lineares de Pearson entre metais e biomarcadores GSH, GST e GPx. Sendo 0s nimeros apresentados em cima valores de p(> 0,05) enquanto
0s representados abaixo valores de R. Para uma melhor compreenséo dos dados foram coloridas de azul as correlagdes positivas acima de 0,50, enquanto de vermelho as correlagBes negativas
maiores de 0,40 entre os biomarcadores e os metais, sendo essas correlacdes baixas, porém com bons valores de p.

As cd Cr Cu Mn Ni Pb Zn Fe Al GPx GSH GST

As 1,13E-08 0,67 0,00 1,46E-09 0,01 0,40 0,62 1,10E-07 0,74 0,39 0,28 0,34
cd 0,86 0,22 0,00 1,99E-05 0,24 0,01 0,04 2,59E-19 0,43 0,13 0,14 0,13

Cr 0,09 0,24 0,00 0,47 0,01 0,01 6,09E-07 0,24 0,30 0,08 0,14 0,13
Cu 0,68 0,59 0,52 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,16 0,10 0,09 012 <
Mn 0,88 0,71 -0,14 0,55 0,41 0,68 0,69 6,56E-05 0,65 0,82 0,63 0,76 g
Ni 0,51 0,23 0,46 0,47 0,16 0,34 0,10 0,30 0,83 0,14 0,05 011 &
Pb 0,17 0,48 0,50 0,57 0,08 0,19 3,92E-10 0,02 1,33E-05 0,01 0,01 0,02 o
Zn 0,10 0,39 0,79 0,57 -0,08 0,32 0,89 0,06 0,00 0,04 0,04 0,09 &
Fe 0,83 0,98 0,23 0,54 0,68 0,20 0,43 0,36 0,53 0,12 0,13 0,12 &
Al -0,07 0,16 0,20 0,27 -0,09 0,04 0,72 0,60 0,13 0,24 0,14 0,27
GPx -0,17 -0,29 -0,34 -0,31 -0,04 -0,29 -0,47 -0,38 -0,30 -0,23 1,72E-11 2,91E-17
GSH -0,22 -0,29 -0,28 -0,33 -0,10 -0,38 -0,49 -0,40 -0,30 -0,28 0,91 2,88E-11
GST -0,19 -0,30 -0,29 -0,30 -0,06 -0,31 -0,44 -0,33 -0,30 -0,22 0,97 0,91

Valores de R



junesp

&»“{* IB-CLP

5. Conclusao

A partir das informagdes geradas neste trabalho em conjunto com aquelas contidas na literatura,
é possivel afirmar que os metais presentes na Bacia Hidrografica do Rio Doce decorrentes do
rompimento da barragem do Fund&o tenham afetado os moluscos bivalves presentes naquela localidade,
ndo apenas no momento do acidente, como também com o passar dos anos.

Com relacdo ao aumento dos metais com o tempo, 0 comportamento € possivelmente associado
ao ambiente, principalmente pela dindmica do fluxo do rio de periodos chuvosos e secos, além do
comportamento da decantacdo dos rejeitos lamosos em si. Ja com relacdo aos biomarcadores, o trabalho
demonstrou que houve relacdo com os metais, aumentando as GSH, GPx e GST em menores
concentragdes de metais no ambiente e diminuindo as mesmas em ambiente muito contaminado,
mostrando que 0s metais possam ter ativado demais vias, assim como diminuido parte das enzimas GST
e GPx destes organismos nas campanhas 3 e 4.

Também foi possivel perceber que na campanha 4 houveram contaminagdes mais especificas e
localizadas, algumas referentes até mesmo mais a atividades locais do que a lama de rejeitos em si,
mostrando a influéncia da época do ano nos resultados (inverno seco).

Além disso foi visto nesse trabalho que é possivel que os resultados de biomarcadores estejam
sendo influenciados também por demais contaminantes, como orgéanicos e mercurio, ndo estudados
neste trabalho, assim como por comportamentos que diminuem a exposi¢do aos contaminantes, como o
“catch”, porém, pelos resultados apresentados, pode-se observar que estes animais estdo sendo capazes
de depurar e imobilizar ao menos parte dos metais aos quais estdo sendo expostos pelo ambiente, seja
em partes devido as diversas vias de depuracdo que possuem, incluindo a da GSH.

Como o trabalho € realizado com amostras de sedimentos, ha uma contaminacdo de diversos
metais, 0 que revela a complexidade do ambiente e da contaminacgéo sofrida pelos animais ali expostos.

Por fim, mesmo que este trabalho tenha mostrado a importancia destes organismos como modelo
para avaliacdo de impactos dos sedimentos contaminados para a biota, além de revelar a necessidade de
um monitoramento as concentragdes dos metais na localidade mesmo passado anos do rompimento da
barragem, para se obter uma visdo mais abrangente da situagéo dos bivalves expostos ao sedimento da
Bacia Hidrografica do Rio Doce a partir do ano do rompimento da barragem do Fund&o até anos apds o
desastre, sera necesséria durante a continuidade desta pesquisa, a realizacdo de uma comparagdo dos

biomarcadores expostos neste trabalho com os demais que ainda estio sendo analisados.
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ANEXO I1

Coordenadas Geograficas (UTM) dos pontos de coleta.
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Tabela 4. Abaixo estdo apresentados os pontos de coleta ao longo da Bacia do Rio Doce com suas respectivas coordenadas e
a nomenclatura de identificacdo. Sendo separados pontos das campanhas 1/2 e pontos das campanhas 3/4. Na lateral direita é
ainda possivel visualizar a qual porg¢éo do rio Doce os pontos pertencem.

Coordenadas Geogra’ficas das coletas em UTM

12 e 22 Campanha

Ponto Referéncia Latitude Longitude

Gualaxo do Norte Rio Gualaxo de Norte a montante do despejo (MG) -20.276388837 |-43.431151578

Paracatu Rio Gualaxo do Norte em Paracatu de Baixo (MG) -20.306446685 [-43.226204463
Piranga Rio Piranga (MG) -20.37005555 |[-42.89536111 |=
Rio Doce Rio Doce na altura da cidade de Rio Doce (MG) -20.247805556 |-42.886000000 o

Piracicaba Rio Piracicaba (MG) -19.50922222 |-42.541419444

BR 262 Rio Doce BR 262 entre as cidades de Rio Doce e Ipatinga (MG) -20.019819000 |-42.744726000

Ipatinga Rio Doce na altura de Ipatinga -19.476861111 [-42.475972222
Naque Rio Doce na cidade de Naque (MG) -19.236833333 [-42.308083333 | =
Gov. Valadares Rio Doce na cidade de Govemador\fala.dares (MG) r.10 ponto de 18 833133474 | 41950998621 %

captacdo de agua para abastecimento publico

Galiléia Rio Doce na cidade de Galiléia (MG) -19.006500000 [-41.542527778

Manhuacu Rio usado como Referéncia, ndo afetado pelo desastre -19.497444444 |-41.115138888 ;:'2
33 e 42 Campanha
Ponto Referéncia Latitude Longitude

Gualaxo Rio Gualaxo do Norte no muninipio de Bento Rodrigues -20,279138888 |-43,430611111 | =
Candonga UHE de Candonga no Municipio de Rio Doce -20,206694444 [-42 877694444 S
Nague Rio Doce no municipio de Nague (MG) -19,24375 -42,319194444 %
Gov.Valadares Rio Doce em Governador Valadares (MG) -18,856111111 [-41,930416666 g:
Aimorés Rio Doce no municipio de Baixo Guandu (ES) -19,506944444 [-41,014861111 |
Colatina Rio Doce na cidade de Colatina (ES) -19,514388888 |-40,739361111 %
Linhares Rio Doce em Linhares (ES) -19,408388888 -40,0465 °
Referéncia Rio Corrente em Periquito (MG} -19,025277777 |-42,160361111 :L:'i
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ANEXO Il

Tabela de valores de O; e pH

Tabela 5 — Resultados iniciais e finais dos parametros fisico-quimicos da &gua medidos em uma réplica de cada ponto de
coleta das campanhas 1, 2, 3 e 4.

Parametros fisico-quimicos da agua Campanha 1
Inicial Final
Amostra pH ‘ 02 (ppm)| pH ‘ 02 (ppm)
Gualaxo do Norte 6,88 6,7 7,12 5,88
Ipatinga 6,72 6,3 7,22 6
Parametros fisico-quimicos da agua Campanha 2
Inicial Final
Amostra pH ‘ 02 (ppm) | pH ‘ 02 (ppm)
Gualaxo do Norte 6,44 6,8 7,14 5,3
Paracatu 6,88 6,7 7,53 6
Piranga 6,9 6,9 7,41 5,4
Rio Doce 6,54 6,8 7,12 5,9
BR 262 6,71 6,4 7,18 5,6
Piracicaba 6,7 6,8 7,3 5,7
Naque 6,37 6,8 7,63 5,7
Gov. Valadares 6,9 6,8 7,84 5,8
Galiléia 6,3 6,7 7,11 5,2
Parametros fisico-quimicos da agua Campanha 3
Inicial Final
Amostra pH 02 pH 02
Referéncia 7,25 4,41 6,24 4,86
Gualaxo 7,62 5,49 7,47 4,7
Candonga 7,33 5,42 7,95 4,6
Naque 7,51 5,22 7,82 4,33
Gov Valadares 7,35 573 8,29 4,62
Aimores 7,27 5,18 7,47 47
Colatina 7,19 5,15 7,92 4,1
Linhares 7,34 5,19 7,93 4,33
Parémetros fisico-quimicos da agua Campanha 4
Inicial Final
Amostra pH 02 pH 02
Referéncia 6,93 6,65 7,96 8,08
Gualaxo 6,93 6,36 7,84 8,01
Candonga 6,93 6,56 8,17 7,94
Naque 6,93 6,64 8,02 8,21
Gov Valadares 6,93 6,57 7,67 8,2
Aimores 6,93 6,8 7,34 7,82
Colatina 6,93 6,59 7,38 8,15
Linhares 6,93 6,55 7,76 7,26

45



Metais/Biomarcadores nas amostras sedimentares:

ANEXO VI
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Tabela 6 — Andlises de metais presentes nos sedimentos coletados ao longo do Rio Doce (apenas pontos onde houve analise de biomarcadores), sendo que os nimeros apresentados em vermelho estdo em
discordancia com o limite apresentado pela classificacdo de sedimentos dragados para Classe | do CONAMA 454/2012. Podemos visualizar na coluna de Amostras em vermelho as pertencentes a Campanha 1, em
amarelo Campanha 2, Laranja Campanha 3 e Azul Campanha 4, também nota-se que o ponto referéncia para as campanhas 1 e 2 esta destacado em Verde. As médias dos biomarcadores deste trabalho estdo nas

colunas em colorag&o roxa.

Amostras As Cd Cr Cu Mn Ni Pb Zn Fe Al GPx GSH GST
Classe | CONAMA 454/2012 5,9 0,6 37,3 35,7 - 18 35 123 - - - - -
27,15215 1,7306| 13,1901| 12,43232| 7408,95| 7,94506| 5,37471| 15,88905| 48216,15| 3802,515 237,6 20,2 28,8
5,292475| 1,08531| 29,92295| 10,5477| 439,544 8,95841| 5,500135( 24,0544| 56340,4| 10839,1 150,5 21,5 19,4
Gualaxo do Norte 23,5821 1,22411| 12,7874| 20,29425( 5817,66| 8,77754| 5,13266| 16,21725| 80944,65| 3850,105 190,2 15,5 23,0
Paracatu 1,2631| 0,409465| 4,78798| 2,78839( 261,4805| 2,28525| 1,654725| 8,355525| 22551,05| 1248,815 191,9 15,7 20,7
Rio Doce 1,70719| 0,134857| 2,28298| 1,55792| 72,8713| 1,307245| 0,631688| 5,381095| 7971,52| 600,879 218,0/ 18,3 26,8
BR 262 2,317115| 0,489153| 4,39356| 1,688705| 61,60045| 1,75915| 1,70059| 6,446675| 29020,15| 1449,635 177,3 21,4 23,6
Naque 9,17566| 0,65436| 35,0886| 12,08855| 236,5165 10,325| 9,985055( 38,26755| 42573,75| 30285,75 142,0 15,9 14,9
Governador Valadares 1,93148| 0,27395| 17,3831 8,44494| 112,651| 6,513985( 4,67526| 27,4414| 18700,8| 9860,365 166,6 13,7 27,3
Galiléia 1,77518 0,0627| 9,006325| 1,53957| 82,0753| 2,47337| 1,160435| 8,060495| 4788,29| 1816,255 190,6 16,1 28,1
Piranga 1,45081| 0,202787| 22,26825| 7,709755| 63,17435| 7,757115( 3,181335| 22,77255| 12288,05| 7327,32 227,2 14,9 23,6
Piracicaba 3,46571| 0,271878| 39,9194| 5,348265| 74,01865| 11,25635| 4,74183| 53,5963| 19758,8| 6785,445 222,4 21,5 33,8
Manhuagu <LQM 0,029074| 3,35858| 0,976289| 1508,075| 33,06275| 0,563735( 0,781125| 4,44646| 906,003 123,8 6,7 12,2
Gualaxo do Norte 29,06687| 1,537226| 16,49389| 26,98175| 12092,05| 13,94207| 8,916563| 18,96417| 75634,15| 5359,295 38,3 4,0 5,1
Candonga 6,19845| 0,711826| 18,13886| 7,151757 309,09( 7,141103| 4,837577| 17,76888| 35743,73| 11432,65 36,4 10,0 5,0
Naque 7,575307| 0,697103| 31,93853| 6,339383| 348,4788| 9,923713| 5,861837| 25,6958| 38465,43| 9426,803 40,7 3,1 5,7
Gov. Valadares 3,84189| 0,646208| 21,26652| 6,905755| 125,727| 6,58863| 8,247325| 25,19835| 20543,51| 12434,38 47,6 6,0 5,0
Aimorés 1,974537| 0,504434| 24,49017| 6,819887| 256,4092| 7,381287| 7,73041| 26,14373| 27520,1| 18902,63 57,0 5,6 4,9
Colatina 3,599683| 0,29081| 14,53458| 3,550963| 94,35283| 5,384373| 3,96801| 16,8893| 17081,36| 9258,51 46,1 6,5 2,8
Linhares 3,49264| 0,279528| 14,9994 4,1639| 152,698 6,76206| 4,29996| 22,0929 16694,2| 10172,9 54,5 5,7 4,0
Referéncia 4,843785| 1,387003| 24,32337| 14,01233| 465,2977| 7,218987| 28,2337| 69,58427| 71479,63| 45528,97 35,2 2,1 5,2
Gualaxo do Norte 47,7646 5,144563| 16,37793| 14,51055| 11373,07| 11,31373| 12,91919| 36,1301| 286494,3| 4941,46 44,1 3,1 4,0
Candonga 26,7138| 1,309947| 28,13342| 23,03313| 1270,566| 25,44997| 7,38918| 38,09103| 60587,27| 28652,25 43,3 3,5 4,6
Naque 17,39877| 1,560695| 54,92833| 15,95559| 1777,69| 20,50643| 10,56803| 50,24247| 95912,75| 36431,55 43,4 3,1 5,3
Gov. Valadares 13,0496 1,905466| 65,61273| 22,78353| 452,2977( 23,2378 20,27 83,2282 82645,3| 42707,03 47,6 4,7 4,2
Aimorés 3,152075| 0,373242| 16,22086| 5,231113| 105,1374| 4,859023| 5,407697| 20,7648| 22167,77| 16893,03 33,8 2,8 4,1
Colatina 6,753083| 0,717083| 37,8667| 12,06737 203,69 15,223| 10,35586( 49,9512| 40260,8( 39474,6 40,0 2,0 4,9
Linhares 5,13482| 0,248729| 11,8937| 2,555712| 92,76797| 3,542337| 2,95729| 11,48261| 16145,84| 7343,337 53,4 4,1 6,3
Referéncia 5,903583| 1,57955| 28,7728| 17,2729| 718,139| 9,298727| 32,7028 85,673| 75212,55| 466555,8 48,0 2,1 5,5
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