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RESUMO

O crescente aumento das atividades antropicas vem promovendo um aumento nos
impactos causados ao meio ambiente. Dentre essas atividades humanas, a mineragéo, realizada
no Brasil desde o seculo XVII e persistindo até os dias atuais, tem se destacado, quanto a sua
potencialidade de causarem danos ambientais. O estado de Minas Gerais é um grande produtor
de ouro e nele esté localizado o municipio de Paracatu, onde se encontra a mina Morro do Ouro,
que é considerada uma grande lavra a céu aberto, situada a poucos metros do perimetro urbano.
Diante deste cenario, o presente estudo tem por objetivo avaliar a biodisponibilidade dos metais
presentes nas amostras, as fontes poluidoras envolvidas com a contaminacao desses metais e 0s
riscos que esses metais promovem ao meio ambiente, por meio das analises quimicas, extracoes
sequenciais e calculos de Fator de Enriquecimento (EF), indice de geoacumulucéo (Igeo) e
Avaliacdo de Risco (RAC) e o potencial toxico das amostras, por meio de bioensaios in vivo
(Allium cepa e Lactuca sativa) e in vitro (cultura celular humana — HepG2/C3A). Para a
avaliagdo do comprometimento dos rios que recebem influéncia da mineradora, foram coletadas
amostras de agua superficiais e de sedimentos de 3 regides distintas: 1) jusante da mina Morro
do Ouro, onde esta localizado o municipio de Paracatu (P1, P2 e P3); 2) jusante da barragem
de rejeitos da mina Morro do Ouro (P4, P5 e P6) e 3) rio de captacdo de agua para abastecimento
publico de Paracatu (P7) e agua de abastecimento fornecido pela ETA de Paracatu (P8).
Também foram preparados dois extratos dos sedimentos coletados (solubilizado e lixiviado).
Os resultados mostraram que essa regido é altamente enriquecida com metais provenientes da
prépria constituicdo das rochas, no entanto, as atividades antrdpicas, como as da mineradora,
estdo aumentando a biodisponibilizacdo desses elementos no ambiente. Os bioensaios com A.
cepa mostraram citotoxicidade e genotoxicidade para todas as amostras de &gua e
genotoxicidade para todas as amostras de sedimento. Potencial mutagénico foi observado em
algumas amostras de agua (P2, P5 e P7) e sedimento (P2, P3 e P8), assim como citotoxicidade
para sedimentos (P6 e P7). Para os bioensaios com L. sativa, nenhuma das amostras, nem de
agua, nem de sedimento, interferiram na taxa de germinagdo. Apenas as amostras do ponto P3
(solubilizado) induziram diminuicdo da germinacéo. Ja para o desenvolvimento das sementes
de L. sativa, as amostras de agua induziram diminui¢&o no crescimento de hipocotilo e da raiz
(P1, P6 e P8) e as amostras de sedimento diminuic¢do do crescimento de hipocétilo (P1, P2, P3
e P5). Para os extratos solubilizado e lixiviado, foi observado um aumento no crescimento de
raiz, para os dois extratos do ponto P4, mas ndo houve alteracdo no crescimento do hipocotilo.

Os ensaios de viabilidade celular com o corante Azul de Tripan, realizados com cultura celular



HepG2/C3A, mostraram que as células foram mais sensiveis ao extrato solubilizado do que ao
lixiviado. O ensaio do cometa, realizado pela exposi¢do as amostras de &gua e sedimento
(solubilizado), mostrou genotoxicidade apenas para o ponto P6 (solubilizado). A auséncia de
genotoxicidade nos demais pontos ocorreu, provavelmente, devido a um maior efeito citotoxico
dessas amostras. O ensaio do MN com bloqueio de citocinese mostrou que todas as amostras
de sedimento (solubilizado) foram genotoxicas, além de altamente citotdxicas, por ter elevados
os indices de morte celular e de proliferacdo celular, enquanto mutagenicidade foi observada
somente para as amostras dos pontos P2 e P3. Diante desses resultados, pode-se concluir que a
mineracdo do Morro do Ouro possui alta potencialidade de causar danos aos ecossistemas dos

corpos d’agua e também aos humanos que vivem nessa area de estudo.

Palavras-chave: toxicidade; biomonitoramento; sedimento; agua; citotoxicidade;

genotoxicidade; mutagenicidade; in vivo; in vitro.



ABSTRACT

The increase of anthropic activities has been promoting an impact increase to the
environment. Among these human activities, mining, conducted in Brazil since the XVII
century, has stood out for its potential to cause environmental damage. The Morro do Ouro
mine, located in Paracatu (state of Minas Gerais, considered a major gold producer) is a large
open mining located a few meters from the urban perimeter. According to this scenario, the
present study aims to evaluate the bioavailability of the metals present in the samples, the
polluting sources involved with the contamination of these metals and the risks that these metals
promote to the environment by chemical analysis, sequential extractions and calculations of
Enrichment Factor (EF), Geoaccumulation Index (Igeo) and Risk Assessment (RAC) and the
toxic potential of samples by in vivo (Allium cepa and Lactuca sativa) and in vitro bioassays
(human cell culture - HepG2 / C3A).To evaluate the impact of rivers that receive influence from
the mining company, surface water and sediment samples were collected from 3 different
regions: 1) downstream of the Morro do Ouro mine, located in Paracatu (P1, P2 and P3); 2)
downstream of the Morro do Ouro tailings dam (P4, P5 and P6) and 3) Paracatu water supply
river (P7) and water supply provided by Paracatu WTS (Water Treatment Station) (P8).
Afterwards, two extracts of eachcollected sediments (solubilized and leached) were prepared.
The results demonstrated that this region is highly enriched with metals naturally derived from
the rocks, however, anthropic activities, such as those of the mining company, are increasing
the bioavailability of these elements in the environment. Allium cepa bioassays showed
cytotoxicity and genotoxicity of the water samples and genotoxicity of the sediment samples.
Furthermore, mutagenic potential was observed at some points (water: P2, P5 and P7; sediment:
P2, P3 and P8). For sediment samples, cytotoxicity was also observed, but only at points P6
and P7. On the other hand, for Lactuca sativa bioassays, neither water nor sediment interfered
with the germination rate. Only the samples of point P3 (solubilized) induced decreased
germination. For the development of L. sativa seeds, water samples induced decrease in
hypocotyl and root growth (P1, P6 and P8) and sediment samples decreased hypocotyl growth
(P1, P2, P3 and P5). For solubilized and leachate extracts, an increase in root growth was
observed for both P4 point extracts, but there was no change in hypocotyl growth. Cell viability
assays with the Trypan Blue, performed with HepG2/C3A cell culture, showed that the cells
were more sensitive to the solubilized extract than the leachate extract. The comet assay,
performed with water and sediment samples (solubilized), showed genotoxicity only for point

P6 (solubilized). The absence of genotoxicity at the other points was probably due to a greater



cytotoxic effect of these samples. The cytokinesis blocking MN assay showed that all the
sediment samples (solubilized) were genotoxic as well as highly cytotoxic, since they presented
high cell death and cell proliferation rates, while mutagenicity was observed only in P2 and P3
samples. According to these results, we can conclude that the mining of Morro do Ouro has

high potential to cause damage to water bodies ecosystems and also to humans who live in the
area.

Keywords: toxicity; biomonitoring; sediment; water; cytotoxicity; genotoxicity; mutagenicity;
in vivo; in vitro.
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1 INTRODUCAO

O meio ambiente vem sendo cada vez mais impactado por atividades antropicas, que
contaminam o ar, a agua, o solo e o subsolo (CHASIN; PEDROZO, 2003). As areas de
mineracdo e metalurgias vém sendo consideradas as principais fontes de contaminacgdo por
metais (ALLOWAY, 1990). De acordo com Oga, Camargo e Batistuzzo (2014), além das
mineracOes e atividades industriais, as poeiras e a queima de combustiveis fosseis também
contribuem para o acimulo de metais em solos. Quando os poluentes atingem os corpos d’agua,
podem ocorrer alteragcfes na composicdo, concentragdo, transporte e mobilidade desses
poluentes, devido aos diferentes fatores ambientais aos quais estardo expostos (PEREIRA,
2004).

Devido aos importantes depdsitos de minerais do territério brasileiro, o setor de
mineracdo vem sendo praticado no pais desde o século XVII e, desde entdo, essa pratica tem
contribuido de forma significativa para a poluicdo ambiental. As explora¢fes minerais podem
ser subdivididas em trés tipos principais, quanto ao mineral extraido: metalicos, ndo-metalicos
e energéticos (BARRETO, 2001). Dentre os minerais metalicos, o ouro é de grande relevancia
econdmica, se caracterizando como o segundo mineral mais exportado do pais (IBRAM, 2018).

As reservas de ouro lavraveis no Brasil estdo distribuidas nos estados do Paréa (42,7%),
Minas Gerais (28%), Mato Grosso (6,9%), Goias (5%), Bahia (4,5%), dentre outros (12,9%),
mas o0s principais estados produtores sdo Minas Gerais (64%), Goias (11%), Bahia (11%) e Para
(3%) (IBRAM, 2012). A cidade de Paracatu esta localizada na regido noroeste do estado de
Minas Gerais, onde se encontra a mina Morro do Ouro, que é considerada uma das maiores
lavras a céu aberto do mundo (PARACATU, 2019). Essa mina opera com baixos teores de ouro,
0 que leva a necessidade de remobilizacdo de grandes quantidades de minério, para uma
producdo significativa do metal (BIDONE et al., 2016).

Para um estudo de monitoramento ambiental, é de grande importancia a realizacdo de
bioensaios que avaliem o impacto dos contaminantes no ambiente (PLAZA et al., 2005). De
acordo com Houk (1992), para que seja feita uma eficaz analise ambiental, é necessario uma
escolha adequada dos ensaios a serem utilizados na avaliagéo, sendo importante considerar, ndo
SO as caracteristicas da amostra a ser investigada, mas também elementos como: validade e
simplicidade do sistema-teste e custo relativo do ensaio a ser realizado. Além disso, também é
importante a utilizagdo de organismos-testes diferentes, que possam oferecer uma variedade

maior de dados.
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Diante deste cenario, fica clara a grande necessidade de maiores estudos na regido de
influéncia das atividades da mina Morro do Ouro, que possam quantificar os agentes poluidores
e avaliar os seus efeitos sobre a biota aquatica e demais organismos eventualmente expostos a
essa contaminacao, bem como os comprometimentos que possam causar sobre a saide humana.

No presente estudo, foram realizados ensaios para detec¢do dos metais presentes em
amostras de agua e sedimento dos corpos hidricos da regido; avaliacdo das possiveis origens e
biodisponibilidade desses elementos; 0 comprometimento que esses poluentes promovem no
ambiente; e avaliacdo de risco desses elementos sobre 0s organismos expostos. Além disso,
foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos das amostras de dgua e sedimento dos corpos d’agua
localizados nesta regido, abrangendo trés areas distintas: a jusante da mineradora, onde esta
localizado o municipio de Paracatu-MG; o entorno da barragem de rejeitos da mineradora; e as
relacionadas ao abastecimento publico de Paracatu-MG (corpo hidrico de captacdo e agua de
abastecimento). Para avaliacdo da toxicidade destas amostras, foram realizados bioensaios in
vivo com os organismos-teste Allium cepa (cebola) e Lactuca sativa (alface) e bioensaios in

vitro com cultura de células hepaticas humanas HepG2/C3A.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos:

e Avaliar a biodisponibilidade dos elementos metalicos presentes nos sedimentos, a
possivel fonte dos mesmos e os riscos que eles podem oferecer ao ambiente e a saude
humana, por meio de:

» Andlise de extracdo sequencial de metais, para identificar a distribuigdo dos
metais nas diferentes fases que compdem as amostras;

» Analise do Fator de enriquecimento (EF) de metais em amostras, para identificar
fontes naturais ou antropogénicas desses elementos;

> Analise do Indice de geoacumulagéo (Igeo), para avaliar o grau de poluicio dos
metais estudados;

» Andlise do Cddigo de avaliacdo de risco (RAC), para avaliar o risco desses
elementos no ambiente, de acordo com sua a disponibilidade no sedimento;

e Auvaliar a toxicidade de amostras ambientais (dgua e sedimento) de uma area sob
influéncia de uma grande mineradora de ouro, localizada no municipio de Paracatu-MG,
por meio de:

» Anadlise do indice mitotico, alteracdes cromossémicas e nucleares, MN e
morte celular, em células meristematicas de Allium cepa;

» Anadlise de germinacdo e desenvolvimento de sementes de Lactuca sativa,

» Anadlise do ensaio do cometa e do MN com bloqueio de citocinese em
cultura de células hepéaticas humanas (HepG2/C3A).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A mineracao no Brasil

A mineracdo no Brasil teve inicio no século XVII, mas, com a descoberta do ouro no
século XVIII, esta atividade teve um grande pico, que colocou o Brasil como o primeiro grande
produtor mundial de ouro. Apds um periodo de declinio, surgiu no século XX, ap6s a Segunda
Guerra Mundial, um segundo ciclo mineral, que foi responsavel pela construcdo, entre as
décadas de 1970 e 1980, de grande parte do atual parque mineral do pais. O Brasil possui em
seu subsolo importantes depositos de minerais, extraindo dele, aproximadamente, 70 diferentes
minerais, dentre eles: minerais metalicos (21), minerais ndo-metalicos (45) e minerais
energéticos (4) (BARRETO, 2001).

A mineracdo é considerada um dos setores basicos da economia brasileira, responsavel
pela geracdo de uma grande quantidade de empregos. Segundo dados do Ministério de Minas e
Energia (BRASIL, 2019), esse setor representou, em 2017, cerca de 4,69% do PIB nacional.
Ainda de acordo com estes dados, em 2018, o setor mineral representou 20,8% do total de
exportacdes no pais (US$ 239,9 bilhdes) e, quando considerada somente a mineragéo, esse valor
atingiu 10,5% das exportagdes brasileiras e 50,6% das exportac6es do setor mineral, totalizando
25,2 bilhGes de ddlares, o que representou um crescimento de 4,8%, em relacdo ao ano de 2017.

Dentre 0s minerais extraidos, esta 0 ouro que tem alta relevancia, sendo o segundo
mineral mais exportado do Brasil, quando comparados os seus valores em délares (IBRAM
2019). Segundo dados da IBRAM (IBRAM, 2012), as reservas de ouro lavraveis no Brasil estdo
distribuidas nos estados do Para (42,7%), Minas Gerais (28%), Mato Grosso (6,9%), Goias
(5%), Bahia (4,5%) e outros estados (12,9%), mas os principais produtores sdo Minas Gerais
(64%), Goias (11%), Bahia (11%) e Para (3%).

Além da importancia socioeconémica, essa atividade também pode causar diversos
impactos ambientais, pois altera intensamente a geomorfologia tanto da &rea minerada como
das areas vizinhas. De acordo com Farias (2002), os principais problemas provenientes da
atividade mineradora no Brasil podem ser subdivididos em quatro grupos: poluicdo da agua,
poluicéo do ar, poluicdo do solo (subsidéncia do terreno) e poluicdo sonora. O estado de Minas
Gerais, que é considerado o maior produtor de ouro do pais, possui grandes areas impactadas
por rejeitos ricos em arsénio e suas aguas superficiais com turbidez muito aumentada (FARIAS,
2002).
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3.2 Histdrico e caracteristicas da area de estudo

Em 1722, apesar do ouro ainda n&o ter sido descoberto na regido de Paracatu-MG, a
regido era conhecida e ja havia expectativas da descoberta de metais preciosos no local. Em
1744, foi comunicado a Coroa o descobrimento das minas do vale do Paracatu. Apds essa
descoberta, houve um deslocamento humano em busca da abundancia desse mineral que fluia
dos veios d’agua, o que contribuiu para o rapido crescimento do Arraial de Sdo Luiz e
Sant’ Anna das Minas do Paracatu, que passou a ser chamado, em 1798, de Paracatu do Principe.
A riqueza proveniente do ouro aluvial logo se dissipou, provocando uma decadéncia econdmica
na vila. Seu crescimento foi retomado com a agropecudria, mas teve um novo impulso no século
XX, quando foi cogitada a mudanca da capital federal para Paracatu. Embora essa transferéncia
ndo tenha acontecido, a ida da capital para Brasilia, manteve-se a cidade como local favoravel
para o crescimento, pois Paracatu fica as margens da BR 040, importante rodovia de acesso a
Brasilia (GONCALVES, 2019; PARACATU, 2019).

A cidade de Paracatu tem hoje uma agricultura altamente tecnificada, implantada em
larga escala, uma pecuéria intensiva e uma exploracdo mineral das mais modernas do mundo.
Contudo, na regido ainda existe exploracdo agricola rudimentar de subsisténcia e pecuaria
extensiva. Apenas 0s métodos antigos de mineracdo como 0 garimpo nao sao mais permitidos
(PARACATU, 2019).

A érea de mineracdo da cidade de Paracatu fica localizada a cerca de 250 m da zona
urbana (KAFRUNI, 2015), onde esta localizada a mina Morro do Ouro, que é uma das maiores
minas de ouro a céu aberto do mundo, mas que opera com baixos teores de ouro, 0 que torna
necessario a remocao de grandes quantidades de minério para producdo de uma quantidade
expressiva de ouro (BIDONE et al., 2016). Essa mina, que esta em operacdo desde 1987,
comecou sua producdo com uma média de 0,78 g de ouro por tonelada de minério, tendo em
torno de 0,5 milhdes de toneladas moidas por ano, tendo, ap6s 2013, uma producdo de 55,7
milhdes de toneladas moidas por ano, numa producéo de 0,38 g de ouro para cada tonelada. As
estimativas para os anos de 2019 e 2020 s&o de producdo de 0,45 g e 0,39 g de ouro/tonelada,
respectivamente, para um total de cerca de 38 milhdes de toneladas de minério ao ano (SIMS,
2014).

Essa grande quantidade de minério extraido também gera quantidades elevadas de
rejeitos e, consequentemente, uma grande preocupacéo, pelo fato desses rejeitos serem ricos
em arsénio, proveniente de um mineral sulfeto-arsénico chamado arsenopirita (FeAsS)
(LAZARO et al., 1997). O As é liberado da arsenopirita por processos inorganicos ou biéticos
(NORDSTROM; SOUTHAM, 1997), devido a oxidagdo do mineral por oxigénio (O2) ou ferro
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(Fe**) (PLUMLEE, 1999). Além do As, também ocorre liberacéo de outros elementos, por meio
de reagdes com sulfetos, formando sulfatos, hidroxidos e outros compostos oxidados (BIDONE
et al., 2016). Segundo Bidone et al. (2016), esse cenario tem gerado preocupacdo das
autoridades locais, devido a casos de intoxicagdo humanas possivelmente relacionadas a agua

contaminada com As.

3.3 Legislacdo ambiental aplicada a mineragao

De forma geral, cada pais tem sua especificidade ao que se refere as concessées minerais
e ao gerenciamento ambiental da atividade mineradora. O d&rgdo responsavel pelo
estabelecimento das normas gerais e critérios de qualidade ambiental no Brasil é o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), enquanto que os Estados e Municipios séo
responsaveis pelo licenciamento, controle e fiscalizacdo das areas mineradas (FARIAS, 2002).

O CONAMA (Resolugdo n° 357/2005) classifica os corpos de agua doce (a partir do
pardmetro salinidade, igual ou inferior a 0,5%0) em: Classe especial - dguas destinadas ao
abastecimento para consumo humano, com desinfeccdo; de preservacdo do equilibrio natural
das comunidades aquaticas; e de preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacdo de protecdo integral; Classe 1 - destinadas ao abastecimento para consumo
humano, ap6s tratamento simplificado; protecdo de comunidades aquaticas; recreacao (natacéo
e mergulho) e irrigacdo de hortaligas e frutas que sejam consumidas cruas; Classe 2 - destinadas
ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional; protecdo de
comunidades aquaticas; destinadas a recreacao (natacdo e mergulho); a irrigacédo de hortalicas,
plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, nos quais pode ocorrer
contato direto do publico; a aquicultura e atividade de pesca; Classe 3 - destinadas ao
abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional ou avancado; a irrigacdo
de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca amadora; a recreacdo de contato
secundério e dessedentacdo animal; Classe 4 - destinadas & navegagdo e harmonia paisagistica.
A resolucdo 357/2005 também estabelece as condicOes e padrbes de qualidade das aguas e
fornece limites individuais para cada substancia listada nas diferentes classes dos corpos d’agua
(BRASIL, 2005).

A Resolugdo CONAMA n° 454/2012 (BRASIL, 2012) estabelece os valores de
referéncia e diretrizes de qualidade dos sedimentos. Essa resolucdo fornece os limites maximos
de concentracdo de determinadas substancias, para conservacdo e protecdo da biota. A
CONAMA 454/2012 é baseada no Canadian Sediment Quality Guideline (CCME, 1995; 2002),

que estabelece os valores de referéncia de algumas substancias e dois parametros a serem
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considerados: Threshold Effect Level (TEL) e Probable Effect Level (PEL). De acordo com
CCME (1995), o TEL é calculado para determinar uma faixa de concentragdes quimicas dos
sedimentos onde os efeitos bioldgicos adversos nunca, ou quase nunca, sao observados e o PEL
o nivel acima do qual os efeitos bioldgicos adversos sdo geralmente ou sempre observados. A
CONAMA 454/2012 (BRASIL, 2012) também estabelece dois niveis para compara¢do dos
resultados da caracterizacdo quimica dos sedimentos: o Nivel 1, que pode ser comparado ao
TEL e o Nivel 2, que pode ser comparado ao PEL. Ainda de acordo com a resolucéo (Brasil,
2012) o Artigo 12 apresenta a orientacdo de que deverdo ser realizados ensaios de
ecotoxicidade, quando as concentragdes de As, Cd, Pb ou Hg estejam superior ao Nivel 1 ou a
concentracdo de qualquer substancia (listada na tabela da Resolugdo 454/2012) se apresentar

superior ao Nivel 2.

3.4 Caracteristicas e toxicidade de metais
3.4.1. Aluminio (Al)

O Al é um metal pertencente a familia 3A da tabela periddica, com massa atdmica de
26,98 u e nlimero atdmico igual a 13 (RUSSEL, 1994). E o metal mais abundante da crosta
terrestre, por isso encontra-se amplamente distribuido. O Al, por ser muito reativo, é sempre
encontrado na natureza combinado com outros elementos, sendo normalmente com oxigénio,
silicio e flaor. O Al é obtido a partir de minerais, principalmente a bauxita (Al203) (ATSDR,
2008).

Segundo a Agency for Toxic Substances And Disease Registry (ATSDR), o Al ocorre
naturalmente no solo, 4gua e ar, porém, pode ser encontrado em altas concentrac6es devido as
atividades de mineracdo ou processamento de minérios de Al, assim como producao de metais,
ligas ou compostos de Al. Usinas elétricas a carvdo ou incineradoras também liberam Al ao
ambiente, porém em pequenas quantidades (ATSDR, 2008).

O Al vem sendo relacionado, biologicamente, ao envelhecimento precoce, causando
alteracOes neuroldgicas. Aumento nos indices de Al vem sendo demonstrado em portadores de
esclerose cerebral (Alzheimer) e em criangas com dislexia. No humano, o Al é armazenado no
cérebro, sangue e figado (PASCALICCHIO, 2002). A maior parte do Al é absorvido de
alimento, 4gua e medicamentos, sendo eliminado do corpo, rapidamente, pelas fezes. Grande
parte da pequena quantidade de Al que entra na corrente sanguinea é eliminada pela urina
(ATSDR, 2008).

N&o ha dados sobre carcinogenicidade para este elemento nem na International Agency
for Research on Cancer (IARC) (WHO, 2019), nem na United States Environmental Protection
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Agency (USEPA) (USEPA, 2019), ndo sendo também incluido nas listas de substancias tdxicas
dessas agéncias. No entanto, a IARC classifica a producdo de Al como carcinogénica para
humanos (Grupo 1), devido a casos de cancer de pulméo e bexiga em trabalhadores expostos a
esses processos (WHO, 2019).

3.4.2. Arsénio (As)

O As é um semi-metal da familia 5A da tabela peridédica, com nimero atémico igual a
33 e massa atbmica de 74,92 u (RUSSEL, 1994). A ocorréncia do As € natural e este elemento
encontra-se amplamente distribuido na crosta terrestre. No ambiente, geralmente se encontra
combinado com outros elementos como oxigénio, cloro e enxofre, sendo chamado de As
inorganico. No solo e em varios tipos de rocha, o As inorganico ocorre naturalmente em
minerais e minérios que contenham cobre ou chumbo. Esses minérios, quando aquecidos em
fundicGes, podem expelir As para o ar, como uma poeira fina. Quando se encontra combinado
com o carbono ou hidrogénio, € chamado de arsénio organico (ATSDR, 2007). As principais
fontes antropogénicas de liberacdo de arsénio sdo: mineracdo de materiais ndo-ferrosos e
fundicdo, aplicacdo de praguicidas, combustdo de carvao e madeira e incineracdo de lixo (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

O As, em suas formas inorgénicas arsenato e arsenito, sdo bem absorvidos no trato
gastrointestinal, com taxas superiores a 95% de absorcdo. J& o arsénio organico tem menor
absorcéo (75 a 85%). Quanto mais soltvel for um composto de As, maior sera a absorcdo desse
elemento pelo organismo (BARRA et al., 2000). Apos a ingestdo, a meia-vida dessas espécies
também tem grande variacdo: o arsenato tem eliminacao de 66% da dose com meia-vida de 2,1
dias, 30% da dose com meia-vida de 9,5 dias e 3,7% com meia-vida de 38 dias; 0 arsenito tem
excrecdo de 48% da dose dentro de 5 dias, com meia-vida de 30 horas; a arsenobetaina (forma
organica encontrada em alimentos marinhos) ndo se biotransforma, sendo eliminada pelos rins,
com meia-vida de 18 horas (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). Segundo Abernathy
et al. (1999), o As ndo interage diretamente com 0 DNA e ndo causa mutagdes, exceto quando
ocorre curta exposi¢cdo em altas doses, mas ele pode causar amplificacdo do gene e danos
cromossdmicos em baixas doses. Ele também pode inibir o sistema de reparo do DNA,
estabelecendo-se efeitos mutagénicos por outros agentes.

A IARC (WHO, 2019) e a USEPA (USEPA, 2019) classificam o As inorganico como
carcinogénico para humanos, pertencendo aos grupos 1 da IARC para carcinogenicidade e ao
grupo A da USEPA. A exposi¢do cronica oral tem provocado, em humanos, efeitos

gastrointestinais, anemia, neuropatia periférica, lesdes na pele, hiperpigmentagéo e danos no
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figado ou rim. A inalagdo do As inorgéanico tem sido associada com o cancer de pulméo, e a
sua ingestdo a cancer de pele, bexiga, figado e pulméo (ATSDR, 2007a).

3.4.3 Cadmio (Cd)

O elemento Cd é um metal de transicdo da familia 2B da tabela periddica, que possui
massa atbmica de 112,41 u e nimero atdmico 48 (RUSSEL, 1994). Normalmente é encontrado
na crosta terrestre associado a minérios de zinco, chumbo e cobre. As formas cloreto de cadmio
e sulfato de cadmio séo sollveis em agua (ATSDR, 2012a).

De acordo com a ATSDR, as emissdes de cadmio no solo, 4gua e ar sdo causadas por
refino e mineragdo de metais ndo-ferrosos, pela fabricagcdo e aplicacdo de fertilizantes, por
combustdo de combustiveis fosseis e pela incineracdo e descarte de residuos. O Cd pode
também se acumular em organismos aquaticos e culturas agricolas (ATSDR, 2012a). Em
culturas agricolas proximas a regides com fontes poluidoras desse metal nem sempre € possivel
distinguir se o Cd é proveniente da superficie de deposicdo ou da captacdo pelas raizes das
plantas (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Em pessoas saudaveis, cerca de 3 a 7% do cadmio ingerido é absorvido, no entanto,
pessoas com deficiéncia de ferro, tem esse valor de absor¢do aumentado para 15 a 20%. A meia-
vida bioldgica do Cd é de 10 a 35 anos. Seus principais efeitos téxicos para humanos estdo
relacionados aos distdrbios nos rins, 0ssos e sangue (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2014).

De acordo com a IARC (WHO, 2019), o Cd é considerado carcinogénico para humanos
(Grupo 1), baseado em evidéncias de tumores pulmonares de trabalhadores e de animais
expostos por via inalatdria. J& a USEPA (USEPA, 2019) classifica 0 Cd como provavelmente
carcinogénico para humanos (Grupo B1), considerando as evidéncias limitadas de

carcinogenicidade em humanos.

3.4.4 Chumbo (Pb)

O elemento Pb é um metal da familia 4A da tabela periddica, com nimero atdbmico de
82 e massa atbmica igual a 207,2 u (RUSSEL, 1994). O Pb tem ocorréncia natural na crosta
terrestre, no entanto normalmente é encontrado combinado com dois ou mais elementos,
formando compostos de Pb. Os niveis de Pb aumentaram mais de 1.000 vezes no ambiente, nos
ultimos trés séculos, em decorréncia das atividades antrépicas, principalmente por emissdo de
fundices e fabricas de baterias (ATSDR, 2007b).
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Na atmosfera, esse metal € encontrado na forma particulada, porém quando em
particulas muito pequenas, pode percorrer grandes distancias. O Pb pode ser removido do ar
pela chuva ou por sedimentacdo no solo ou em aguas superficiais. A sua concentracdo no ar
teve grande declinio ap6s a proibicdo do uso de Pb tetraetila como aditivo antidetonante na
gasolina. No solo, a concentragdo de Pb geralmente é baixa, sendo mais encontrado nas
camadas superficiais, devido a precipitacdo atmosférica, onde se adere fortemente as particulas.
Na agua, a contaminacgdo ocorre principalmente por efluentes industriais, como siderurgicas,
escoamento urbano e barragens de mineracao. Plantas e animais de areas contaminadas podem
acumular Pb em seus corpos, possibilitando a transferéncia desse elemento pela cadeia tréfica
(ATSDR, 2007b).

A absorcdo de Pb pelo trato gastrointestinal em adultos € de cerca de 3 a 10%, enquanto
em criancas, a absorcdo é maior, em torno de 45 e 50%. Além disso, a presenca de calcio e
fosfato na dieta diminui a taxa de absor¢do do Pb. A assimilacdo de Pb no corpo humano se da,
principalmente, nos 0ssos, cuja carga total em adultos chega a atingir 94% e em criancas 73%
do Pb assimilado. A meia-vida de eliminacdo do Pb € de 27 anos. A presenca de Pb nos 0ssos
se da em dois compartimentos: um estavel, onde o Pb permanece por dezenas de anos, e um
l&bil, onde se mantém um equilibrio entre o Pb dos 0ssos e dos tecidos moles e sangue. No
sangue, a meia-vida deste elemento é de cerca de 30 dias. O Pb é excretado principalmente pela
urina e pelas fezes, tendo como vias menores de eliminagdo o suor, saliva, cabelo, unhas e leite
materno (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

A 1ARC (WHO, 2019) classifica o Pb como possivelmente carcinogénico para humanos
(Grupo 2B), enquanto seus compostos inorgéanicos séo classificados como provavelmente
carcinogénico para humanos (Grupo 2A) e seus compostos organicos como Grupo 3 - nédo
classificaveis quanto a carcinogenicidade. Ja a USEPA (USEPA, 2019) classifica o0 Pb como
provavelmente carcinogénico para humanos (Grupo 2B), baseado em evidéncias suficientes de

carcinogenicidade em animais.

3.4.5 Cobre (Cu)

O Cu é um metal de transi¢do da familia 1B da tabela periddica, com nimero atbmico
29 e massa atdmica de 63,54 u (RUSSEL, 1994). O Cu ocorre naturalmente em rochas, solo,
agua, sedimento e, em baixas concentracgdes, no ar. Esse elemento também ocorre naturalmente,
em baixos niveis, em plantas e animais, sendo um elemento essencial a todos os organismos
vivos, porém quando em niveis elevados ele pode ser toxico. Em animais filtradores, como

mexilhdes e ostras, o Cu é encontrado em concentragdes mais elevadas (ATSDR, 2004).
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No ambiente, o0 Cu normalmente é encontrado em regides proximas de minas, fundicdes,
ambientes industriais, aterros sanitérios e locais de disposicdo de residuos. No solo, o Cu fica
fortemente ligado a matéria organica e outros componentes como argila, areia e outros, nas
camadas mais superficiais. Quando o Cu € liberado na agua, ele pode ser transportado pelas
aguas superficiais como compostos de Cu, Cu livre ou ainda ligado a particulas em suspenséo.
O Cu presente nos corpos d’agua acaba se acumulando nos sedimentos. No ar, o Cu ¢
transportado em particulas emitidas por fundicdes e plantas de processamento de minério, onde
sdo levados pelo vento até serem depositados nos solos e aguas superficiais (ATSDR, 2004).

A USEPA (USEPA, 2019) classifica 0 Cu como do Grupo D — ndo classificavel quanto
a carcinogenicidade humana, enquanto a IARC ndo tem esse elemento na sua lista de
substancias toxicas (WHO, 2019).

3.4.6 Ferro (Fe)

O Fe é um metal de transi¢do, pertencente a familia 8B da tabela periddica, cujo nimero
atdbmico é 26 e massa atdbmica 55,84 u (RUSSEL, 1994).

N&o ha dados sobre este elemento na ATSDR, nem sobre carcinogenicidade na IARC
(WHO, 2019), nem na USEPA (USEPA, 2019), ndo constando nas listas de substancias toxicas
destas agéncias.

Apesar do Fe ser um elemento essencial e ndo constar nas listas de substancias toxicas
das agéncias internacionais aqui apresentadas, em quantidades elevadas ele pode promover
danos a saude. Alguns 6rgaos, como o figado e o coracdo, e células, como as beta do pancreas,
podem ser mais afetados pela sobrecarga de Fe (hemocromatose). Além disso, ha muitas
evidéncias de que, além de sinergizar a oxidacdo de acidos graxos polinsaturados, o Fe
intracelular livre também promove danos ao DNA (EATON; QIAN, 2002). Os niveis de Fe
devem ser mantidos dentro de uma faixa estreita, pois sua deficiéncia pode causar problemas,
como a anemia. De acordo com Toyokuni (2009), em seu artigo de reviséo, o Fe, quando em
excesso, tem importante papel na promocéo de danos oxidativos de tecidos bioldgicos e células.
A inducdo de estresse oxidativo, derivado do excesso de Fe, gera radicais livres que aumentam
os riscos de cancer (TOYOKUNI, 2011; 2016). O autor ainda discute em seus artigos, que a
boa compreensdo dos processos carcinogénicos induzidos pelo Fe é de elevada relevancia para

a prevencdo de canceres induzidos por esse elemento.
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3.4.7 Manganés (Mn)

O Mn é um metal de transicao, pertencente a familia 7B da tabela periddica, com nimero
atdbmico igual a 25 e massa atémica igual a 54,93 u (RUSSEL, 1994). O Mn ocorre naturalmente
no ar, solo, agua e alimentos, no entanto, normalmente é encontrado combinado com outros
elementos como oxigénio, enxofre e cloro. O Mn é um elemento traco essencial e é necessario
em doses baixas para manutencdo do organismo. Doses adicionais de Mn podem ser
encontradas no ar, agua e solo em decorréncia da liberacdo da manufatura, uso e descarte de
produtos a base de Mn (ATSDR, 2012b).

No solo, a mobilizacédo e retencdo do Mn véao depender de fatores como estado quimico
do Mn e tipo do solo. Quando disposto na &gua, a maior parte do Mn pode se ligar a particulas
na dgua ou se fixar no sedimento. O Mn pode entrar no corpo humano por inalagéo, ingestao
de alimentos e bebidas e uma quantidade muito pequena, pode ser absorvida por contato
dérmico. Dentro do corpo, 0s compostos de Mn podem se decompor em outros produtos
quimicos, mas 0 Mn ndo pode ser decomposto, sendo eliminado, na sua maioria, por meio das
fezes dentro de alguns dias (ATSDR, 2012b).

De acordo com a USEPA (USEPA, 2019) o Mn é classificado como Grupo D — nédo
classificavel quanto a carcinogenicidade humana, considerando que os estudos existentes sdo
inadequados para avaliacdo da carcinogenicidade deste elemento. J& a IARC ndo tem esse
elemento na sua lista de substancias toxicas (WHO, 2019).

3.4.8 Mercurio (Hg)

O Hg é um metal de transicdo, pertencente a familia 2B da tabela periédica, com nimero
atomico igual a 80 e massa atomica igual a 200,59 u (RUSSEL, 1994). A ocorréncia de Hg no
ambiente é natural e pode ocorrer de 3 formas: Hg metalico (Hg elementar), Hg inorganico e
Hg orgéanico. Os compostos inorganicos ocorrem quando o Hg se liga a elementos como cloro,
enxofre ou oxigénio, sendo também chamados de sais de Hg. Quando ocorre ligacdo do Hg
com o carbono, sdo formados os compostos organicos de Hg (metilmercurio, etilmercurio e
fenilmercario). As formas mais comuns encontradas no ambiente sdo Hg metélico, sulfeto
mercurico, cloreto mercurico e metilmercario (ATSDR, 1999).

A liberagdo de Hg no ambiente ocorre por processos naturais como eroséo e atividade
vulcanica, mas também por liberacdo adicional de atividades antropicas. Do Hg liberado por
atividades humanas, cerca de 80% ¢ liberado no ar, por queima de combustiveis fosseis,
mineracdo, fundicédo e incineracdo de residuos sélidos, 15% é liberado no solo, por fertilizantes,

fungicidas e residuos sélidos urbanos e 5% é liberado na &4gua, por efluentes industriais. O Hg
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inorgénico pode ser convertido em metilmercurio pela agdo de microrganismos (bactérias,
fitoplancton no oceano e fungos). Esse metilmercdrio pode entrar na agua e no solo,
permanecendo nesse local por muito tempo. Na dgua, o Hg se deposita no fundo, normalmente
na superficie dos sedimentos. O metilmercudrio tem acumulacédo via cadeia trofica, enquanto o
Hg inorganico ndo se acumula. Os peixes de topo de cadeia alimentar podem apresentar
elevados niveis de metilmercdrio. Plantas como milho, trigo e ervilhas, apresentam niveis muito
baixos de Hg, mesmo quando cultivadas em solos com altos teores de Hg. J& os cogumelos,
quando cultivados em solos contaminados, podem acumular altos niveis de Hg (ATSDR, 1999).
95% do metilmercurio presente nos peixes pode ser absorvido no trato digestivo humano, ja o
Hg inorgénico é absorvido, em média, apenas 7%. A meia-vida do metilmercurio no organismo
humano €, em média, de 50 dias, com variacdo de 20 a 70 dias. No cabelo, a meia-vida € de 60
dias, com variacdo de 35 a 100 dias. Aproximadamente 10% da carga corpOrea de
metilmerclirio é encontrada no cérebro, onde lentamente ocorre sua desmetilacdo. O
metilmercario é principalmente excretado pelas fezes, na forma de Hg inorganico (OGA,;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

De acordo com a IARC (WHO, 2019) e a USEPA (USEPA, 2019) o Hg e seus
compostos inorganicos ndo sao classificaveis quanto a sua carcinogenicidade para o ser
humano, pertencendo no grupo 3 da IARC e ao grupo D da USEPA. Ja o metilmercurio €
classificado como possivelmente carcinogénico para humanos, tanto pela IARC (WHO, 2019)
como pela USEPA (USEPA, 2019), sendo do grupo 2B para a IARC e do grupo C para a
USEPA.

3.5 Avaliacéo ecotoxicologica
3.5.1 Biomonitoramento

O aumento das atividades antropicas, como a industrializacdo, a agricultura e intensa
urbanizacdo, elevou os impactos ao meio ambiente, com contaminacfes severas do ar, da agua
e do solo (CHASIN; PEDROZO, 2003). Esses impactos sdo amplamente estudados pela
comunidade cientifica, devido aos danos que podem causar na saide humana e ao meio
ambiente (HARA; MARIN-MORALES, 2017; PRIAC; BADOT; CRINI, 2017; PAMPLONA-
SILVA; GONCALVES; MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et al., 2018a; CARITA;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019).

A poluicdo ambiental pode ter varias origens, como quimicas, fisicas ou bioldgicas.
Quando os poluentes atingem os corpos d’agua, eles estdo sujeitos a agdo de diversos fatores

ambientais, tais como diluicdo, hidrodinamica, gravidade, luz, temperatura, microbiota e
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macrobiota, que podem alterar a composicdo, concentracdo e até mesmo o dinamica da
contaminacéo, devido a influéncia que promovem na mobilidade dos poluentes (PEREIRA,
2004). Além disso, ha uma grande complexidade nas misturas que vém sendo descartadas no
ambiente, o que aumenta a necessidade de avaliacdo dos impactos causados aos ecossistemas e
a satde humana.

As andlises fisico-quimicas, oferecem importantes informacges sobre 0os compostos
presentes no ambiente, mas esses dados sdo apenas quantitativos. Assim, para uma melhor
avaliacdo dos impactos derivados das atividades antropogénicas, sS40 necessarios ensaios que
oferecam informacGes complementares, como as conferidas pelos ensaios ecotoxicoldgicos,
pois permitem compreender a interagdo e/ou interferéncia dessas substancias sobre os
organismos expostos (FLEEGER; CARMAN; NISBET, 2003; CHEN; WHITE, 2004;
PEREIRA, 2004; RANK; JENSEN; JESPERSEN, 2005; PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).

Os estudos de biomonitoramento se tornam ainda mais importantes e necessarios
quando espécies nativas estdo sujeitas a sofrer alteracbes ou danos bioldgicos, quando ha
suspeitas de consumo de organismos que possam oferecer riscos a saude da populacdo humana
ou quando existe indicativo de alteracdo na qualidade de um dado ambiente (SILVA; HEUSER,;
ANDRADE, 2003).

Para uma maior eficcia nos biomonitoramentos, é necessario o uso de diferentes
ferramentas de analise, que sejam capazes de ampliar informacdes ja obtidas no estudo. Essas
ferramentas sdo denominadas de biomarcadores e bioindicadores. Os biomarcadores, por
definicdo, sdo as respostas bioldgicas, passiveis de serem mensuradas, que aparecem em
decorréncia da presenca de um contaminante no ambiente, ou que infiram o possivel grau de
contaminacdo do local avaliado (WALKER et al., 1996). Os bioindicadores sdo as espécies
escolhidas para serem usadas nas avaliacfes, de acordo com a sensibilidade e tolerancia que
apresentem, frente aos poluentes a serem avaliados (WASHINGTON, 1984).

A toxicidade de um contaminante pode ter efeito agudo ou cronico sobre 0s organismos
expostos. E considerado efeito agudo, aquele dado por respostas rapidas e mais severas dos
organismos a determinados estimulos, como a letalidade e a imobilidade. Ja os efeitos crénicos
sdo respostas subletais a um estimulo, que continua atuando por um longo tempo, induzindo
efeitos deletérios aos organismos, que promovem alteracbes na reproducdo, crescimento,
comportamento, longevidade, entre outros (RAND; PETROCELLI, 1985).
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3.5.2 Bioindicadores de ensaios ecotoxicoldgicos in vivo

Organismos vivos atuam como “biosensores” para os ensaios ecotoxicologicos, sendo
ferramentas importantes para a compreensao dos efeitos de contaminantes em determinados
ambientes, assim como 0s possiveis impactos causados por eles (DORNFELD, et al., 2001;
ESPINDOLA; BRIGANTE; DORNFELD, 2003). Para uma maior amplitude dessa
compreensdo é recomendado o uso de diferentes biondicadores.

Bioindicadores vegetais sdo reconhecidos e validados pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como eficientes modelos para avaliacdo de danos genotoxicos (PALMIERI et
al., 2016). Os bioindicadores Allium cepa (LEME; MARIN-MORALES, 2009; BIANCHI et
al., 2016; HARA; MARIN-MORALES, 2017; PAMPLONA-SILVA; GONCALVES;
MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et al., 2018a; CARITA; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2019) e Lactuca sativa (SOBRERO; RONCO, 2004; CHARLES et al., 2011;
BAGUR-GONZALEZ et al., 2011; PRIAC; BADOT; CRINI, 2017) tém sido muito utilizados
em avaliacOes de impactos ambientais.

A espécie A. cepa é considerada vantajosa, para uso em bioensaios, por apresentar
respostas rapidas (SMAKA-KINCL et al., 1996) e por possuir células meristematicas
homogéneas, com cromossomos grandes e em ndmero reduzido (2n=16) (FISKESJO, 1985),
caracteristicas estas que facilitam o processo de coloracdo e propicia uma melhor analise dos
danos cromossdmicos e das alteragdes na divisdo celular (KURAS et al., 2006; LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Além disso, A. cepa tem apresentado alta correlacdo com outros
ensaios, como os realizados com mamiferos (CHAUHAN; SAXENA; GUPTA, 1999; RANK;
NIELSEN, 1994; TEIXEIRA et al., 2003). Fiskesjo (1985), ainda descreve outras vantagens
para essa espécie, como rapido crescimento das raizes, grande nimero de células em divisao,
alta tolerancia a diversas condicdes de cultivo, disponibilidade durante o ano todo e facilidade
no manuseio. De acordo com varios estudos realizados, 0s ensaios realizados com A. cepa tém
se mostrado muito eficientes para avaliar parametros como citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de amostras ambientais (BIANCHI; ESPINDOLA; MARIN-MORALES,
2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al., 2012; MAZZEO et al., 2015; HARA; MARIN-
MORALES, 2017; SOMMAGGIO et al., 2018a; CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2019).

Bioensaios com L. sativa sdo considerados ensaios simples, rapidos e sensiveis para
avaliacdo de impactos ambientais (GOPALAN, 1999). Os ensaios de fitotoxicidade com este
organismo-teste sdo vantajosos por serem muito reprodutiveis, de baixo custo, de rapida

germinacdo e ndo necessitarem de grandes volumes de amostras, uma vez que pequenos
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volumes sdo necessarios para o desenvolvimento dos ensaios (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).
Os efeitos de fitotoxicidade de determinados contaminantes séo avaliados pelas variages no
indice de germinacdo das sementes e pelo potencial de desenvolvimento das plantulas, nos
primeiros 5 dias de crescimento (BAGUR-GONZALEZ, 2011). De acordo com Sobrero e
Ronco (2004), o periodo de germinagdo é uma etapa de grande sensibilidade a contaminantes
ou fatores extrinsecos ao organismo, enquanto que a avaliagdo da elongacéao da raiz e hipocotilo
permite a observacédo dos efeitos toxicos de contaminantes em concentragdes muito baixas, ndo
observaveis no teste de germinacdo. Esses dois testes, quando desenvolvidos
concomitantemente, constituem marcadores complementares de fitotoxicidade. Os bioensaios
com L. sativa vém sendo indicados pela U.S. Environmental Protection Agency (USEPA, 1996)
e outros orgdos reguladores (ISO, 2004; OECD, 2003) para avaliacdo de efeitos de diferentes

substancias.

3.5.3 Bioindicadores de ensaios ecotoxicol6gicos in vitro

Os modelos in vitro, desenvolvidos com cultura celular de mamiferos, tém sido
considerados vantajosos devido a organizacdo do material genético dessas células ser
semelhante a das células in vivo; pela facilidade na padronizacdo das condi¢cdes dos ensaios
(RABELLO-GAY, 1991); por serem de grande reprodutibilidade; alta sensibilidade;
relativamente rapidos; e financeiramente acessiveis (ROGERO et al., 2003). Também possuem
a vantagem de necessitarem de pequenas quantidades de amostras nos testes e por evitar o
sacrificio de animais (CARVALHO, 1996), ndo esbarrando, desta forma, nas questdes de ética
de pesquisa.

Segundo Mazzeo et al. (2013), as linhagens celulares de mamiferos tém sido
amplamente utilizadas em avaliacdes de potencial genotdxico e mutagénico de poluentes
ambientais. O ensaio do MN com blogueio de citocinese € um teste validado e padronizado
para uso em estudos de toxicologia (VRAL; FENECH; THIERENS, 2011). Os MNs podem ser
avaliados em diferentes tipos celulares (FENECH, 2000) e séo indicadores de instabilidade
gendmica e danos cromossdmicos (LAJMANOVICH et al., 2014). Esse ensaio vem sendo
utilizado em avaliagbes do potencial genotoxico e mutagénico de amostras ambientais
(BOETTCHER et al., 2010; BIANCHI; CABRAL-DE-MELLO; MARIN-MORALES, 2015;
MAZZEO; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016; HARA; MARIN-MORALES, 2017,
SOMMAGIO et al., 2018b). Outra ferramenta muito utilizada para avaliar o potencial
genotoxico de amostras ambientais € o ensaio do cometa (KAMER; RINKEVICH, 2002;
BOETTCHER et al., 2010; MANZANO et al, 2015; BIANCHI; CABRAL-DE-MELLO;
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MARIN-MORALES, 2015). De acordo com Singh et al. (1988), o ensaio do cometa permite a
anélise de danos no DNA (quebras em fita simples, quebras na dupla fita e sitios alcali 1abeis)
em ceélulas individualizadas. Um outro parametro que pode ser avaliado por células mantidas
em cultura é o de citotoxicidade, utilizado para verificar a acdo de um contaminante sobre a
viabilidade celular. O teste de viabilidade celular muitas vezes é também utilizado como teste
preliminar, que serve de indicativo para a selecdo das concentragdes da substéncia ou da
amostra investigada que permitam uma porcentagem suficiente de células (80%), necessarias
para dar seguimento a outros ensaios (genotoxicidade e mutagenicidade) com a cultura celular
(KOMISSAROVA; SAHA; ROSSMAN, 2005). Diversos autores tém utilizado esse
biomarcador para monitorar a qualidade ambiental (LEME et al., 2011; BIANCHI; CABRAL-
DE-MELLO; MARIN-MORALES, 2015; SUARES-ROCHA et al.,, 2015; MAZZEO;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016; SOMMAGIO et al., 2018b).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material biologico
4.1.1 Sementes de Allium cepa e Lactuca sativa

Foram desenvolvidos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade com
sementes de Allium cepa (variedade Baia Periforme) e de fitotoxicidade com sementes de
Lactuca sativa, variedade crespa Grand Rapids. Foram utilizadas sementes isentas de

defensivos, obtidas junto a empresa “Isla Sementes Ltda®”.,

4.1.2 Cultura de células humanas

Foram obtidas, junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), células de
hepatoma humano HepG2/C3A (BCRJ: 0291), que é um clone derivado das células HepG2
(BCRJ: 0103), que foram mantidas em cultura no Laboratério de Mutagénese Ambiental do
Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro, para a realizagéo dos bioensaios de avaliagéo
de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de amostras ambientais de aguas e
sedimentos, coletadas em um regido sobre a influéncia de uma mineradora de ouro de Minas

Gerais.

4.2 Amostras ambientais

Foram coletadas, no ano de 2016 (inverno), amostras de agua e sedimento de diferentes
pontos de rios do entorno das atividades da mina Morro do Ouro, localizada no municipio de
Paracatu-MG (Figura 1). As amostras foram coletadas no inverno, por ser uma estacao seca,
sendo um periodo mais critico para avaliacdo de corpos d’agua para o abastecimento publico.
Os pontos P1, P2 e P3 correspondem a pontos de coletas do corrego Rico, cuja nascente se
encontra dentro da area da mineradora. Os pontos P4, P5 e P6 estdo localizados na regido em
que se encontra a barragem de rejeitos da mineradora (barragem Santo Antonio). O ponto 4
refere-se ao corrego Santo Antonio, o P5 ao ribeirdo Santa Rita e o P6 ao ribeirdo Sdo Pedro.
O ponto P7 esté localizado no ribeirdo Santa Isabel, que é utilizado para a captagdo de agua de
abastecimento publico do municipio de Paracatu. O P8, que foi coletado dentro do municipio,
especificamente no cavalete do consumidor, para obtencdo de amostra da dgua fornecida a
populacdo para consumo. O esquema representativo dos pontos de coleta deste estudo esta
apresentado na Figura 2 e descrito na Tabela 1.

A agua e o sedimento dos rios foram coletados por meio de amostragem composta. As

amostras de agua superficial foram coletadas com o auxilio de um balde e as amostras de
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sedimento, com o auxilio de um pegador de Ekman-Birge. Apos a coleta, as amostras de agua
foram fixadas com &cido acético (2%), para inibigdo das atividades microbioldgicas, nos frascos
de analise bioldgica e com &cido nitrico (2%) nos frascos de analise quimica. Para
acondicionamento destas amostras, foram utilizados frascos e embalagens de polietileno de alta
densidade (Figura 3), que s&o atoxicos e inertes, uma vez que vidros e metais ndo sdo indicados
para amostras contendo metais (ANA; CETESB, 2011). Tanto as amostras de &gua quanto as
de sedimento foram mantidas refrigeradas, durante o transporte, e armazenadas, a 4 °C = 2 °C,

no Laboratorio de Mutagénese Ambiental na Unesp, Rio Claro, até 0 momento das analises.

Figura 1. Localizacdo do municipio de Paracatu-MG (latitude 17°13°20” S, longitude
46°52°29” W).

+ Paracatu .

1- (P1), 2- (P2) e 3- (P3) - Corrego Rico; 4- (P4) - Corrego Santo Antonio; 5- (P5) - Ribeirdo Santa Rita;
6- (P6) - Ribeirdo Sao Pedro; 7- (P7) - Ribeirdo Santa Isabel; 8- (P8) - Agua de abastecimento publico.
Fonte: Adaptado de Google My Maps
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Tabelal. Descricdo dos pontos de coleta das amostras de agua e de sedimento de rios sob a influéncia de atividade de minerac&o de ouro da regido
de Paracatu-MG.

Pontos Recursos hidricos Localizacao Coordenadas (UTM) Tipo
Fuso X Y

P1 Corrego Rico A jusante da mineradora e a montante da confluéncia com o 23 K 298912 8096066 Arenoso
Corrego Espalha

P2 Corrego Rico A jusante da confluéncia com o Corrego Espalha e amontantedo 23 K 298976 8095370 Arenoso
perimetro urbano (Paracatu)

P3 Corrego Rico Ao final do perimetro urbano (Paracatu) 23 K 301513 8092911 Arenoso

P4 Corrego Santo Antonio A jusante da barragem de rejeitos 23 K 305055 8103539 Argiloso

P5 Ribeirdo Santa Rita Antes da confluéncia com o Coérrego Sdo Domingos 23 K 303276 8106996 Argiloso

P6 Ribeirdo Sao Pedro Apds receber contribuicdes do ribeirdo Santa Rita e do Cérrego 23 K 306214 8104425  Argiloso
Santo Antonio

P7 Ribeirdo Santa Isabel Antes da captacdo da ETA (COPASA) 23 K 292183 8090285 Argiloso

P8 - Agua de abastecimento publico - cavalete do consumidor 23 K 299936 8095537 -
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Figura 3. Aspecto geral do ambiente de coleta e amostras de &gua e sedimento (Paracatu-MG).

A - Vista da mina Morro do Ouro; B - Acondicionamento das amostras de sedimentos coletadas; C -
Acondicionamento das amostras de aguas coletadas. Fonte: Prdprio autor.

4.2.1 Solubilizado

O extrato solubilizado de cada amostra de sedimento foi obtido conforme procedimentos
indicados na norma NBR 10006 da ABNT (2004a). Foram dissolvidos 62,5 g da amostra de
sedimentos (peso seco) em 250 mL de agua ultrapura, seguido de agitacdo em baixa velocidade
(neste estudo foi utilizada a velocidade 2, do agitador Marconi, Modelo MA 039), por 5
minutos. Em seguida, os béqueres contendo as amostras foram cobertos com filme PVC e
colocados em repouso, por 7 dias, em incubadora BOD (22 °C + 1 °C), para decantagdo (Figura
4). Ap0s esse periodo, foi coletada a fase liquida de cada uma das amostras, e posteriormente
filtrada em membrana de 0,45 um. Os extratos obtidos foram entdo armazenados em geladeira

(4 °C), até seu uso nos bioensaios.

Figura 4. Amostras de sedimento (solubilizado), ap6s o periodo de decantacao.
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4.2.2 Lixiviado

Para obtencdo do extrato lixiviado das amostras de sedimento, foi utilizada a
metodologia proposta pela norma NBR 10005 da ABNT (2004b), com adapta¢des. De acordo
com os célculos requeridos na metodologia, foram determinadas a porcentagem de sélidos
(acima de 0,5% de solidos) e a solucdo de extracdo a ser utilizada, denominada de solugéo de
extragdo 1 (contendo acido acético e NaOH, pH 4,93 + 0,05). Todas as amostras de sedimento
foram filtradas em filtro de fibra de vidro (0,6 pum) e transferidas para os frascos de lixiviacéo,
onde foi adicionada a solucdo de extracdo 1, mantendo a seguinte proporcao: massa de solucéo
de extracdo = 20 x massa da fase solida.

Os frascos de lixiviacdo foram fechados e mantidos sob agitacdo em mesa agitadora
(Marconi, MA 139), velocidade 3, temperatura ambiente (24 + 2 °C), por um periodo de 18
horas. Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro de fibra de vidro de 0,6 pum, para a
obtencdo do extrato lixiviado. Esses extratos foram armazenados em geladeira (4 °C), para uso

posterior nos bioensaios.

4.3 Analises quimicas e fisico-quimicas
4.3.1 Analises quimicas

O procedimento de digestdo total para quantificacdo do teor total dos elementos traco
foi realizado com as amostras de sedimento e com o material de referéncia, certificado SRM
1944, conforme o método USEPA 3051A modificado, utilizando 0,150 g de amostra seca dos
sedimentos, associados a 3 mL de HNOs e 1 mL de HCI glacial. A digestdo ocorreu por
aquecimento em micro-ondas (Berghof SpeedWave 4). O aquecimento utilizado para a digestédo
foi feito em uma rampa de aquecimento de 2 etapas. Etapa 1 (aquecimento): pressdo 50 bar,
poténcia 80%, temperatura 175 °C, por 10 min. Etapa 2 (resfriamento): pressdo 0 bar,
temperatura 50 °C, por 20 min.

Para as determinacdes multi elementares de aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), escandio (Sc), ferro (Fe), manganés (Mn) e mercario (Hg) nas
amostras de agua e de sedimento, foi utilizada a espectrometria de emisséo optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES — iCAP 6000 Series ICP Spectrometer, Thermo Scientific),
equipado com um nebulizador V-groove (Glass Expansion, AUS) e camara de nebulizacdo
ciclonica (Glass Expansion, AUS). O sistema ICP-OES foi operado, de acordo com as

condicdes: poténcia aplicada 1150 W; vazéo do gas do plasma 10 L min™!

; vazdo do gas auxiliar
0,5 L min~!; vazéo do géas de nebulizacdo 0,75 L min~!; vaz&o de introdugdo da amostra 3,0 mL

mint. Foram empregadas as linhas espectrais para as determinacdes de Al (396,1 nm), As
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(189,0 nm), Cd (226,5 nm), Cu (324,7 nm), Fe (259,9 nm), Hg (184,9 nm), Mn (257,6 nm), Pb
(220,3 nm) e Sc (361,3 nm). Todas as analises quimicas foram realizadas no Centro de Estudos
Ambientais (CEA/UNESP- Campus de Rio Claro).

4.3.2 Anélises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas de temperatura, pH, potencial de oxirredugdo (ORP),
condutividade, turbidez, oxigénio dissolvido (OD), sélidos totais dissolvidos (TDS) e
salinidade das amostras de agua foram realizadas, in situ, no momento da coleta, com sonda

multiparametro Horiba (Multi Water Quality Chequer U-50 Series).

4.4 Extracdo sequencial

A distribuicao dos metais presentes nas amostras de sedimento foi avaliada pelo método
de extracdo sequencial, proposto por Mortatti et al. (2013). Neste método, uma aliquota de 1g
de cada amostra de sedimento passou por quatro etapas de extragdo sequencial, conforme

descritas a seguir e resumidas na Tabela 2.

Fase 1 (F1) — Fracdo soltvel e trocavel: Nesta fase, foram adicionados 10 mL de nitrato de
magnésio (Mg(NOs).) a 0,5 M, pH 5,0, em tubos Falcon contendo as amostras de sedimento.

Em seguida, os tubos foram submetidos a agitacao, por 2 horas, a 25 °C.

Procedimento intermediario entre as fases 1 e 2: Apds a agitacdo, os tubos foram
centrifugados por 30 min a 3.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo Falcon (tubo para analise), a amostra residual do tubo foi misturada com 10 mL de agua
Mili-Q e agitada para homogeneizacdo. Os tubos foram centrifugados novamente, por 15 min
a 3.000 rpm e o sobrenadante transferido para o tubo de anélise. Os tubos de analise tiveram
seu volume completado para 50 mL, com agua mili-Q, e mantidos sob refrigeracdo (4 °C), até
a realizacdo das analises quimicas, para a determinacdo dos metais. Os tubos contendo a

amostra residual, foram deixados em estufa ventilada (40 °C) overnight.

Fase 2 (F2) — Fracéo ligada a carbonatos: 10 mL de acetato de sodio (NaOAc) 1,0 M, pH 4,5
foram adicionados aos tubos de amostra residual, obtidos na F1. Essa suspensao foi colocada
em agitacdo por 5 horas, a 25 °C. Em seguida, foi realizado, novamente, o procedimento

intermediario descrito anteriormente.
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Fase 3 (F3) — Fracgdo ligada aos 6xidos de Fe e Mn: foi adicionado 10 mL de cloridrato de
hidroxilaménio (NH.OH.HCI) 0,04 M em &cido acético 25% (v/v) aos tubos de amostra
residual da F2. Em seguida, a suspensdo foi colocada em agitacdo, por 5 horas, a 85 °C.
Decorrido esse tempo, foi realizado novo procedimento intermediario, conforme ja descrito

anteriormente.

Fase 4 (F4) — Fracédo ligada a matéria organica: foram adicionados 3 mL de &cido nitrico
(HNO3z) 0,02 M e 8 mL de peroxido de hidrogénio (H202) a 35% aos tubos de amostra residual
da F3. A suspensdo dos tubos foi colocada em agitacéo por 5 horas, a 85 °C. Apos a agitacéo,
0s tubos passaram por processo de resfriamento, por 30 min a 25 °C. Em seguida, foram
adicionados aos tubos, 20 mL de acetato de aménio (NHsAc) 0,85 M em HNOz a 5% (v/v). Os
tubos foram colocados em agitacdo por 30 min, a 25 °C. Posteriormente, foram seguidos 0s
passos do procedimento intermediéario, citado nas etapas anteriores.
Todos os tubos foram acidificados com HNOs (pH * 2,0).

Tabela 2. Procedimentos para a extracdo sequencial realizada nos sedimentos de rios sob a

influéncia de atividade de mineracdo de ouro da regido de Paracatu-MG.

Fase Extrator Agitacdo (horas) Temperatura (°C)
F1 10 ml Mg (NOs); 0,5 M 2 25
F2 10mlI NaOAc 1M 5 25
F3 10 ml NH,OH.HCI 0,4 M em 25% HOAc 5 85
3 ml HNO; 0,02 M + 8 ml H,0; (35%) 5 85
F4  Esfriar por 30 min
20 ml NH40Ac 0,85 M em 5% HNO3 0,5 25

4.4.1 Andlise da origem, do grau de contaminacao e dos riscos da poluicdo

Apos as analises quimicas, foram realizados os célculos para definicdo do fator de
enriquecimento (Enrichment Factor - EF) das amostras coletadas. Os valores obtidos foram
comparados com um background geoquimico natural, para estimar as areas e identificar a
origem dos elementos traco, bem como outros possiveis contaminantes (HARIKUMAR,;
JISHA, 2010; ZHANG,; LIU, 2002; MILLER et al., 2007; FERNANDES et al., 2016). Neste
estudo, optou-se por utilizar como valores de referéncia geoquimica uma média entre os pontos
P5 (ribeirdo Santa Rita) e P7 (ribeirdo Santa Isabel), por estes representarem caracteristicas dos
compartimentos geoquimicos da regido e por ndo estarem contaminados por nenhum tipo de

atividade da mineradora.



Material e Métodos 45

Para o calculo do EF, foi utilizado o escandio (Sc) como elemento normalizador, por
esse elemento apresentar um comportamento conservador ao longo do tempo. O EF foi

calculado de acordo com a equacao:

3 (Mi/Sc)
~ (Mi/Sc)

amostra

(Equacéo 1)

referéncia

Onde: (Mi/Sc)amoestra = razdo entre a concentragdo do metal de interesse (Mi) e 0 Sc na amostra;
(Mi/ScC)referencia = razdo entre a concentragdo do metal de interesse (Mi); Sc = elemento de
referéncia (backgroung geoquimico).

Para avaliar 0 grau de contaminagio dos metais estudados, foi utilizado o indice de

geoacumulacéo (Igeo), de acordo com a equacédo de Miller (1979):
Igeo = logz([M]sed/1:5[M]background) (Equagéo 2)

Onde: [M]sed = concentracdo do metal nos sedimentos coletados; e [M]background = CONCeNtragao

do mesmo metal M no background geoquimico de referéncia.

Também foi calculado o Codigo de Avaliacao de Risco — Risk Assessment Code (RAC),
de acordo com Perin (1985), considerando as fracfes que estdo na fase trocavel e ligada aos
carbonatos, uma vez que estas sdo mais facilmente remobilizadas para 0 meio aquatico. Foi
utilizada a equagéo:

RAC = <w> x 100 (Equacéo 3)
[M]total

Onde: [M]r1 = concentracdo do metal de interesse na fase F1 (Fracao soluvel e trocavel); [M]r2
= concentracdo do metal de interesse na fase F2 (Fragdo ligada aos carbonatos); € [M]twta =

concentracgéo total do metal de interesse (F1+F2+F3+F4+Residual).

4.5 Bioensaios com Allium cepa
4.5.1 Exposi¢do as amostras de agua
Sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de diametro, forradas

com papel de filtro, contendo 5 mL das diferentes amostras de dgua coletadas (P1 até P8). As
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amostras de agua para essa exposicao foram diluidas (dgua do ponto — &gua ultrapura 1:2 -v/v),
para se obter taxa de germinagéo e crescimento suficientes para continuidade do ensaio. Os
tratamentos controles foram realizados em agua ultrapura, para o controle negativo (CN), e em
10 mg/L de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), para o controle
positivo (CP).

4.5.2 Exposicdo as amostras de sedimento

Sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo
50 g de sedimento bruto (in natura) das diferentes amostras coletadas (P1 até P7) e agua
(ultrapura), suficiente para atingir a capacidade de retencdo de agua nos sedimentos. Os
controles foram realizados com areia e 4gua ultrapura, para o CN, e em 10 mg/L de metilmetano
sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), para o CP. A areia utilizada nos controles foi
previamente lavada em 3 banhos de agua ultrapura, seguida de autoclavagem e secada em estufa
(60 °C).

Os dois bioensaios foram realizados em triplicata, contendo 100 sementes em cada
placa. As placas foram mantidas por 5 dias em incubadora BOD (22 °C + 1 °C), com fotoperiodo
de 12 horas. As radiculas, com aproximadamente 2,0 cm de comprimento, foram coletadas e
em seguida, fixadas em solucdo de Carnoy (etanol - acido acético 3:1 - v/v), por 6 a 18 h em
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, o fixador foi substituido por nova solucéo do
fixador recém preparada. As raizes fixadas foram armazenadas em geladeira, a 4 °C, até a sua
utilizacdo na confecgdo das laminas, para avaliacdo de alteracdes cromossémicas e nucleares
(ACN) e de micronucleo (MN).

4.5.3 Ensaio de ACN e Teste do MN em células meristematicas

O teste de ACN e MN em células meristematicas de radiculas de A. cepa foi realizado
de acordo com o protocolo de Grant (1982), com algumas modificacdes. As radiculas fixadas
foram submetidas a hidrdlise e coloracdo em reativo de Schiff, por 2 horas. Para confeccao das
laminas, os meristemas foram colocados em laminas contendo uma gota de carmim acético
(2%), recobertos com laminulas e suavemente esmagados. As laminulas foram retiradas em
nitrogénio liquido e as laminas permanentes foram montadas com resina sintética, para
posterior analise.

Para a analise dos efeitos citotoxicos, foram avaliados os indices mitéticos (IM) e

indices de morte celular (IMC). Para o endpoint de morte celular, foram consideradas as células
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com nucleos deslocados para a periferia celular, células com citoplasma vacuolizado e células

com nucleos irregulares. O IM e o IMC foram calculados de acordo com as equacdes:

_ N? total de células em divisao celular 100 (Equagéio 4)
N Total de células observadas X

N2 total de células em processo de morte celular x
IMC = - x 100 (Equagdo 5)
Total de células observadas

Para a analise da genotoxicidade, foram considerados diversos tipos de alteracGes
cromossomicas (AC) e anormalidades nucleares (AN) (perdas, pontes, aderéncias
cromossémicas, brotos nucleares, células binucleadas, entre outros) nas diferentes fases da
divisdo celular (profase, metafase, anafase e tel6fase), que constituiram o indice de
genotoxicidade (IGen). J& para o endpoint de mutagenicidade, foram consideradas as quebras
cromossdmicas e a presenca de MN, que constituiram o indice de mutagenicidade (IMut). Para

calculo do IGen e do IMut, foram utilizadas as equacoes:

(Gen = N? total de células com AC e AN 100 (Equagéo 6)
en = Total de células observadas X

N2 total de células com MN e quebras .
[Mut = - x 100 (Equacao 7)
Total de células observadas

A andlise dos parametros acima citados (IM, IMC, 1Gen e IMut), foi realizada pela
contagem de cerca de 6000 células para cada tratamento, sendo 500 células por lamina, em um
total de 12 ldminas analisadas (4 laminas por réplica). Para as analises estatisticas, os dados
foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk, para normalidade, e Levene, para
homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais apropriado para cada analise.

4.6 Bioensaios com Lactuca sativa

Todos os bioensaios com L. sativa foram realizados em triplicata, contendo 20 sementes
em cada placa. As placas foram mantidas em incubadora BOD (22 °C * 1 °C), sem fotoperiodo,
por 120 horas.
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4.6.1 Exposicdo as amostras de agua

Sementes de L. sativa foram dispostas em placas de Petri de 7 cm de diametro, forradas
com papel de filtro, contendo 3 mL das diferentes amostras de dgua coletadas (P1 até P8). As
amostras de agua para essa exposicao foram diluidas em &gua ultrapura, na proporc¢éo de 1:6
(amostras: &gua ultrapura) para obtencao de germinagéo de todas as amostras para continuidade
do ensaio. Os tratamentos controles foram realizados em &gua ultrapura, para o CN, e com
sulfato de zinco heptahidratado (0,05 M) de acordo com Lopes (2014), para o CP.

4.6.2 Exposicdo as amostras de sedimento

Sementes de L. sativa foram dispostas em placas de Petri de 7 cm de diametro, contendo
30 g de sedimento bruto das diferentes amostras coletadas (P1 até P7) e agua (ultrapura),
suficiente para atingir a capacidade de retencdo de agua nos sedimentos. Os tratamentos
controles foram realizados com areia e 4gua ultrapura, para o CN, e com areia e sulfato de zinco
heptahidratado (0,05 M), para o CP.

4.6.3 Exposicdo as amostras de sedimento (extratos: solubilizado e lixiviado)

Sementes de L. sativa foram dispostas em placas de Petri de 7 cm de diametro, forradas
com papel de filtro contendo 3 mL das diferentes amostras de extratos de sedimento
(solubilizado e lixiviado). As amostras dos extratos dos sedimentos (lixiviado) foram diluidas
em agua ultrapura, na proporcdo de 1:11 - v/v, que possibilitou melhor crescimento radicular e
menor inducdo de necrose na regido meristematica das raizes. Os tratamentos controles foram
realizados com d&gua ultrapura, para o controle negativo (CN), e com sulfato de zinco
heptahidratado (0,05 M) (LOPES, 2014), para o CP. para o controle positivo (CP). Para a
exposicdo com o sedimento (lixiviado), foi realizado também um controle da solucdo de
extragdo (Csolugio), contendo a mesma solugdo utilizada para o ensaio de lixiviagdo dos

sedimentos.

4.6.4 Ensaio de germinacéo e de desenvolvimento das sementes

Ap0s o periodo de exposicao, foram quantificadas as sementes que germinaram em cada
placa, cujos valores obtidos foram utilizados para o célculo da porcentagem de germinagéo (%
G), pela equacdo:

Total de sementes germinadas .
%G = x 100 (Equacéo 8)
Total de sementes na placa
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Posteriormente, as sementes germinadas, tiveram suas raizes e hipoco6tilos mensurados
com paquimetro digital. Foram calculadas as medias dos comprimentos das raizes e dos
hipocdtilos, para cada triplicata, e os resultados foram comparados, estatisticamente, com o
controle, para andlise do crescimento.

Para as anlises estatisticas, os dados foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade e Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado, para cada anélise: %G e crescimento (raiz e hipocotilo).

4.7 Bioensaios com células HepG2/C3A
4.7.1 Cultivo das células

Para a realizacdo dos experimentos com a linhagem HepG2/C3A, as células foram
descongeladas e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 3 g
de glicose, 1,2 g de bicarbonato de sodio e 1 mL de antibidtico (penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 0,1 mg/mL). Os frascos contendo as células foram mantidos em estufa de CO»,
a 37 °C, por um periodo de, pelo menos, 2 repiques, para fins de estabilizacdo celular. Os
repiques para confeccdo dos frascos foram realizados lavando-se os frascos duas vezes com
PBS, tripsinisados com 0,5 mL de Tripisina-EDTA (0,5%), por 5 minutos, a 37 °C e posterior
inativacdo com 1,5 mL de meio DMEM suplementado. Na sequéncia, as células foram passadas
em seringa estéril de 1 mL, para dissociacdo das mesmas. Apds a confluéncia das células nos
frascos repicados, foram realizados novos repiques. As células foram transferidas dos frascos
para as placas de 6 pocos, para realizacdo do teste de viabilidade celular; e para novos frascos
(pré-frascos) para os ensaios do cometa e do MN, em que cada um recebeu a quantidade de
células necesséria para a realizacdo do experimento correspondente. Para o teste de viabilidade
celular (Azul de Tripan), foram utilizadas aproximadamente 5x10° células por pogo, para o
ensaio do cometa 5x10° células por pré-frasco e para o ensaio do MN, 1x10° células por pré-
frasco. Estas células foram mantidas a 37 °C em estufa de CO», por 24h, para estabilizacdo das
condigdes. Esse periodo corresponde a 1 ciclo de diviséo celular e ao tempo necessario para
que as células possam se aderir ao pogo ou frasco. Em seguida, as células foram expostas aos

tratamentos.

4.7.2 Exposicdo as amostras
Apos o periodo de estabilizacdo, 0 meio contido nos frascos/placas foi descartado e
substituido por um novo meio de cultura suplementado (ensaio do cometa e MN) e nao

suplementado (teste de viabilidade celular), contendo as amostras.
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Para o teste de viabilidade celular, foram realizados dois diferentes ensaios com as
amostras de sedimento, um com o extrato solubilizado e outro com o extrato lixiviado, nas
concentracdes de 200 e 400 pL/mL. A concentracdo inicial de 200 uL/mL equivale a 20% do
volume total do poco/frasco de cultura, condi¢do essa em que ndo ocorre inducdo de efeitos
citotoxicos e /ou genotoxicos em decorréncia da mudanca de osmolaridade (REIFFERSCHEID
etal., 2008; HARA; MARIN-MORALES, 2017). O CN foi realizado com meio de cultura sem
soro e PBS; 0 Csolugao COM meio de cultura sem soro + a solucéo de extragdo do lixiviado, nas
concentracdes de 200 e 400 pL/mL e o CP com Triton X-100 (diluido em meio de cultura sem
soro — solucdo a 1%). Os ensaios foram realizados em duplicata e, apds o periodo de exposi¢do
de 3 horas, as células foram coletadas e utilizadas no teste de viabilidade celular.

Para os ensaios do cometa e do MN, foram realizados dois tipos de exposi¢des, uma
com as amostras de dgua e outra com as amostras de sedimento (solubilizado), ambas na
concentracdo de 200 pL/mL. Os controles foram preparados da seguinte forma: controle
negativo (CN), contendo meio DMEM suplementado e PBS (200 pL/mL) e controle positivo
(CP), contendo meio DMEM suplementado e MMS (4x102 M). Os ensaios foram realizados
em triplicata. Apds o periodo de exposicdo por 3 horas, as células foram submetidas ao ensaio
do cometa e ao ensaio do MN com bloqueio de citocinese.

Todas as amostras utilizadas nos bioensaios de cultura celular foram previamente

filtradas em membrana estéril de 0,22 pm.

4.7.3 Viabilidade celular — Teste de exclusdo do corante Azul de Tripan

Para analise da viabilidade celular, as células foram coletadas e transferidas para tubos
tipo Falcon. Em seguida, a solucéo celular foi homogeneizada para retirada de 20 pL, que foram
misturados com 20 pL de Azul de Tripan (0,4%, GIBCO, Cat. N° 15250-061). A contagem das
células viaveis foi realizada em camara de Neubauer, em microscopia de luz (aumento de 400x).
O teste foi realizado em duplicata e os dados obtidos foram, posteriormente, transformados em
porcentagem, para a obtencao do percentual de viabilidade de cada concentracao testada.

Para as analises estatisticas, esses dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade, e Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado para a analise.

4.7.4 Ensaio do cometa
Ap0s o tempo de exposicdo aos tratamentos, a suspensdo celular obtida foi coletada e

transferida para tubos tipo Falcon, para centrifugacéo por 5 minutos a 1.500 rpm. Em seguida,
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0 sobrenadante foi retirado e a suspensdo, homogeneizada. Apés a homogeneizacdo, a
suspensdo foi transferida para outros tubos, por meio de uma seringa de insulina de 1 mL, para
obtencdo de células isoladas. Foi realizado com esse material o ensaio de viabilidade celular
(Azul de Tripan), considerando viabilidade maior que 80%, para continuidade do teste.

Para 0 ensaio do cometa, as laminas pré-gelatinizadas foram montadas com 20 pL da
suspensdo celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo, a 37 °C. Posteriormente, as
laminas foram colocadas em solucao de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL
de solucdo de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris10 mM, pH 10, aproximadamente
8 g de NaOH solido para 1 L, pH 10) e mantidas no escuro, a 4 °C (em geladeira), por 1 hora.
Em seguida, as laminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese, contendo uma solugéo
tampdo (NaOH 10 N + EDTA 200 mM, pH>13), por 20 minutos, para a deselicoidizacdo do
DNA. A eletroforese foi realizada por 20 minutos a 39 V e 300 mA (~ 0,8 V/cm). Apos a
eletroforese, as ldaminas foram neutralizadas, por 15 minutos, em tampdo de neutralizagédo (pH
7,2). Em seguida, as laminas foram dispostas para secagem e posterior fixacdo com etanol
absoluto, por 10 minutos. As laminas foram coradas com 50 pL de solu¢do de GelRed® (15 pL
de GelRed 10.000X em &gua, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de &gua destilada), no momento
da realizag&o das analises microscapicas.

Foram analisados 50 nucleoides por lamina (WIKLUND; AGURELL, 2003; LOVEL,;
OMORI, 2008; REISINGER et al., 2018), totalizando 300 nucledides por tratamento, em
microscopio de epifluorescéncia (Leica, modelo 4000B). Os nucledides foram avaliados por
meio do software Comet Assay 1V, sendo considerado o parametro de momento da cauda de
Olive, de acordo com a OECD - 489 (2014a).

Para as analises estatisticas, foram consideradas as médias dos valores de momento da
cauda de Olive para cada lamina, em comparacdo com as médias do CN. Os dados foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk, para normalidade, e Levene, para homogeneidade. Em

seguida, foi selecionado o teste mais apropriado para a analise.

4.7.5 Ensaio do MN com bloqueio de citocinese

Apo0s o periodo de exposicdo, 0 meio de cultura foi substituido por outro, contendo 3
pg/mL de citocalasina B. Esses frascos foram incubados, por 30 horas, a 37 °C, em estufa de
CO., para obtencéo de células binucleadas. Decorrido este tempo, as células foram coletadas,
tratadas com solucgéo hipotonica fria de citrato de sédio (0,01%) e centrifugadas (1.500 rpm por

5 minutos). Apds descarte do sobrenadante, foram adicionados ao pellet a solugéo fixadora de
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Carnoy (metanol-&acido acético 3:1, v/v) e 2 gotas de formaldeido. Os tubos foram mantidos em
geladeira (-6 °C), até 0 momento da confeccgdo das laminas.

Para confeccdo das laminas, elas foram previamente lavadas com Extran,
abundantemente enxaguadas e mantidas em agua ultrapura a 4 °C. A suspensdo celular obtida
dos tratamentos foi gotejada sobre as laminas contendo um filme de agua e, em seguida, foram
dispostas para secagem em temperatura ambiente. As laminas foram coradas com reagente de
Schiff, por 2 horas, seguida de coloracdo com Giemsa 5%, por 5 minutos.

Para avaliacdo da presenca de pontes nucleoplasmaticas, brotos e MNs, foram
analisadas, em microscopia de luz (aumento de 1.000x), 1.000 células binucleadas por lamina,
sendo 2 laminas por frasco, totalizando 6.000 células por tratamento, conforme proposto por
Fenech (2007). Também foi quantificado o indice de proliferacdo por bloqueio de citocinese
(CBPI) (Figura 5), de acordo com a OECD - 487 (2014b). Para o célculo do CBPI, foram

analisadas 500 células por lamina e em seguida, utilizada a equagéo:

N1 + (2xN2) + (3xN3) + (4xN4) (Equacéo 9)

CBPL= Total de células

Onde: N1 é o nimero de células com 1 ndcleo; N2 é o niumero de células com 2 nucleos; N3 é

0 nimero de células com 3 nucleos e N4 é o niumero de células com 4 nucleos ou mais.

Figura 5. Células HepG2/C3A utilizadas para o calculo do indice de proliferagio por bloqueio

de citocinese (CBPI).
T— v
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A - Célula com um nucleo; B - Célula com dois nucleos; C - Célula com trés ntcleos; D - Célula com
quatro nacleos. Aumento: 1.000 x. Fonte: Proprio autor.

Para avaliacdo de morte celular, foi realizado o calculo de indice de morte celular, como

segue:
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N¢ total de células em processo de morte celular (Equacgéo 10)

[ndi M lular =
ndice de Morte Celular N? total de células observadas

Para as andlises estatisticas, os resultados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade, e Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais
apropriado para a analise.

4.8 Resumo das metodologias

Figura 6. Metodologias utilizadas para avaliacdo ecotoxicoldgica e caracterizacdo ambiental

das amostras de agua e sedimento coletadas (Paracatu-MG).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados e discussdes pertinentes a esse estudo estdo apresentados na forma de artigos.

Artigo 1
“Avaliacdo de risco e influéncia ecotoxicoldgica das atividades de minera¢do da mina Morro
do Ouro (Paracatu-MG)”

Artigo 2
“Analise ecotoxicoldgica de dgua e sedimentos de rios de uma regido de mineragdo de ouro rica

em arsenopirita”

Artigo 3
“Toxicidade de agua e sedimento de uma area sob influéncia de mineracdo de ouro (Paracatu-

MG), por meio de ensaios in vitro”
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Artigo 1. Avaliacdo de risco e influéncia ecotoxicoldgica das atividades de mineracédo da
mina Morro do Ouro (Paracatu-MG)

Néadia Aline Corroqué; Fabiano Tomazini da Conceicdo; Kemellyn Cristina Panchera; Giovana
Segati Canizela; Lauren Nozomi Marques Yabuki; Maria Tereza Pamplona-Silva; Willian
Barbosa Simioni; Amauri Antonio Menegario; Maria Aparecida Marin-Morales.

Resumo

A mineracdo € uma atividade que produz beneficios no setor socioeconémico do pais,
porém, que causa muitos impactos ambientais. Algumas regides sdo naturalmente enriquecidas
com metais de interesse econdémico, sendo alvo de diversos tipos de extracdo. O municipio de
Paracatu-MG, pelas suas importantes reservas de ouro (mina Morro do Ouro), é considerado o
maior produtor de ouro brasileiro. Diante disso, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar o
potencial tdxico das amostras de sedimento por meio de bioensaios in vivo (Lactuca sativa) e
in vitro (cultura celular humana — HepG2/C3A) e a biodisponibilidade dos metais presentes
nestas amostras, assim como as fontes dessa contaminacéo por metais, por meio das analises
guimicas e extracfes sequenciais. Para essa avaliacdo, foram coletadas amostras de 3 regides
distintas: 1) a jusante da mina Morro do Ouro, onde esta localizado o municipio de Paracatu;
2) a jusante da barragem de rejeitos da mina Morro do Ouro e 3) de rio envolvido com a
captacdo de agua para abastecimento publico. Os ensaios de toxicidade dos sedimentos foram
desenvolvidos com extratos solubilizado e lixiviado obtidos das amostras dos sedimentos
coletados. De acordo com os resultados obtidos, a area 1 se encontra poluida tanto por fontes
naturais, quanto por fontes antropogénicas, apresentando elevados niveis de enriquecimento de
As. Ja a area 2 se encontra poluida principalmente por fontes antropogénicas, provenientes da
barragem de rejeitos da mineradora. Os ensaios com L. sativa indicaram diminuicdo de
germinacdo no ponto P3 (area 1), para o extrato solubilizado, e aumento no crescimento de raiz
no ponto P4 (&rea 2), para os dois extratos. Esses resultados indicam potencial fitotoxico do
ponto P3, provavelmente em decorréncia dos teores elevados de As, Fe e Mn, que podem estar
interferindo na germinacgéo dessas sementes. Ja o crescimento de raiz, observado no P4, pode
estar relacionado aos baixos indices de metais fitotdxicos, o que facilitou o melhor
desenvolvimento dessas raizes. Ja 0s ensaios de viabilidade celular mostraram que ambos 0s
extratos (solubilizado e lixiviado) ndo foram toxicos as células HepG2/C3A, quando expostos

por 3 horas.

Palavras-chave: Lactuca sativa; células HepG2/C3A; extracdo sequencial de metais;

toxicidade; citotoxicidade; biomonitoramento ambiental.
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1. Introducéo

As atividades mineradoras fazem parte de um setor importante da economia brasileira,
representando uma porcentagem significativa do PIB nacional (BRASIL, 2019) e de geracéo
de empregos. Porém, essas atividades também sdo responsaveis por impactos negativos nas
mais diferentes malhas ambientais (&4gua, ar e solo), além de estarem relacionadas também a
poluicdo sonora (FARIAS, 2002).

Dentre as importantes atividades de mineracéo brasileiras, esta a extracéo de ouro. Essas
mineradoras sdo altamente rentaveis, cujo produto se caracteriza como o segundo mineral mais
exportado do pais (IBRAM, 2018). O estado de Minas Gerais se destaca neste cenério de
mineracdo, por ser o maior produtor de ouro do Brasil, mas, devido a isso, também é o estado
gue possui as maiores extensdes de areas degradadas. O municipio de Paracatu, situado na
regido noroeste deste estado, é considerado um grande produtor de ouro. O municipio possui
uma das maiores minas de ouro a céu aberto do mundo, mina esta, localizada a cerca de 250
metros da zona urbana (KAFRUNI, 2015). Segundo Mdller et al. (2001) e Rugolo Filho (2004),
na mina Morro do Ouro, o ouro ocorre associado com diversos sulfetos, como pirita, calcopirita
e pirrotita, entre eles a arsenopirita. A arsenopirita, por sua vez, libera o arsénio para 0 meio
quando oxidado por oxigénio (O>) ou ferro (Fe**) (PLUMLEE, 1999).

Muitos contaminantes que alcangam os corpos d’agua se misturam a coluna d’agua ou
se decantam, atingindo os sedimentos dos leitos dos rios. Tanto as &guas como 0s sedimentos
aquaticos sdo matrizes dinamicas complexas compostas por matéria organica; material
particulado mineral, varidvel em tamanho e composicdo quimica; e materiais inorganicos de
origem biogénica (CHEN; WHITE, 2004; ARAUJO et al., 2006). A matéria organica dos
sedimentos confere a essa matriz uma caracteristica altamente adsorvente (GAGNE et al.,
1999), consequentemente, de muita eficiéncia para reter poluentes. Os metais podem se associar
aos sedimentos por adsorcdo as particulas minerais (0xidos de Fe/Mn, argilas, substancias
hdmicas), com compostos inorganicos em reacdes de precipitacdo (carbonatos, sulfetos,
fosfatos) ou por interacdo com a matéria orgédnica (microrganismos, detritos, hdmicos)
(BAIRD, 2002).

Sedimentos contaminados podem agir também como fontes de polui¢do, uma vez que,
sob determinadas condicdes (dragagem ou enchentes), podem redisponibilizar os poluentes
para a coluna d’agua (HOLLERT et al., 2003; SCHWARTZ et al., 2006). Assim, as
caracteristicas dos sedimentos de um rio e, consequentemente a qualidade das aguas
superficiais, estdo altamente relacionadas aos contaminantes derivados das atividades humanas
do local (MOZETO, 1996; COTTA; REZENDE; PIOVANI, 2006). As alteracfes nas
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condicBes ambientais e fisico-quimicas, como a a¢do de microrganismos, pH, potencial redox,
agentes quelantes, entre outras, sdo os fatores determinantes para fixacdo ou liberagéo para o
meio de metais presentes nos sedimentos. Desta forma, os contaminantes dos sedimentos
podem também afetar a qualidade dos recursos hidricos, se bioacumulando ou se transferindo
através da cadeia trofica (FORSTNER; WITTMANN, 1983; MOZETO, 1996).

Os ensaios de fitotoxicidade sdo desenvolvidos por meio de testes de germinacgéo e de
crescimento radicular de bioindicadores vegetais especificos. Sdo ensaios de facil e rapida
execucdo, muito sensiveis e muito eficientes para avaliacdo dos efeitos de toxicidade aguda de
diferentes substancias quimicas (MISIK et al., 2014; PALMIERI et al., 2014; MENDES et al.,
2016; MANAS; DE LAS HERAS, 2017). Para essa analise, a espécie Lactuca sativa (alface)
tem sido muito utilizada e recomendada (SOBRERO; RONCO, 2004; CHARLES et al., 2011;
SILVEIRA et al., 2017).

Os ensaios com cultura celular de mamiferos sdo Uteis para triagem répida de toxicidade,
elucidacdo de mecanismos de toxicidade e compreensdo de interacdes complexas entre
diferentes substancias toxicas (SERVARAJ; YEAGER-ARMSTEAD; MURRAY, 2012).
Essas culturas celulares sdo de fécil padronizacdo das condi¢cGes do ensaio e apresentam
organizacdo do material genético semelhante as células in vivo. Por essas razdes, sdo
consideradas eficientes ferramentas para serem usadas em avalia¢fes ambientais (RABELLO-
GAY, 1991). Dentre os ensaios desenvolvidos com linhagens celulares para avaliacdo da
viabilidade, realizado por meio da integridade da membrana celular, tem sido comumente
utilizado o teste de exclusdo do corante Azul de Tripan (MISHELL; SHIIGI, 1980). Este teste
se baseia no principio de que células viaveis (brancas) possuem membranas citoplasmaticas
intactas, o que permite a exclusédo de certos corantes como 0 Azul de Tripan, impedindo assim,
sua entrada para o citoplasma, enquanto células invidveis absorvem o corante, apresentando o
citoplasma com coloragdo azul (STROBER, 1997; FRESHNEY, 2005; LOUIS; SIEGEL,
2011).

De acordo com esse cendrio, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade de
amostras de sedimento de uma regido de mineragdo de ouro (Paracatu-MG), por meio de
bioensaios in vivo (Lactuca sativa) e in vitro (cultura celular humana — HepG2/C3A), realizados
com extratos obtidos por duas diferentes metodologias de extragédo (solubilizado e lixiviado),
assim como avaliar a biodisponibilidade dos elementos presentes nos sedimentos e a possivel

fonte desses elementos.


https://setac.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Murray%2C+Elizabeth
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2. Materiais e Métodos
2.1. Material biolégico
2.1.1. Cultura de células humanas

Foram obtidas, junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), células de
hepatoma humano HepG2/C3A (BCRJ: 0291), que é um clone derivado das células HepG2
(BCRJ: 0103). Essas células vém sendo mantidas no Laboratorio de Mutagénese Ambiental do
Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro e foram utilizadas em bioensaios de

citotoxicidade.

2.1.2. Sementes de Lactuca sativa
Foram desenvolvidos ensaios de fitotoxicidade (germinacdo e crescimento de
raiz/hipocotilo) com sementes de Lactuca sativa, variedade crespa Grand Rapids, isentas de

defensivos, obtidas junto a empresa “Isla Sementes Ltda®”.

2.2. Amostras ambientais

Foram coletadas, no ano de 2016 (inverno), sedimentos de diferentes pontos de rios de
uma &rea que esta sob a influéncia de atividade de uma mineradora de ouro, localizada no
municipio de Paracatu-MG, como segue: pontos P1, P2 e P3, localizados no Corrego Rico;
pontos P4, P5 e P6, localizados na regido da barragem de rejeitos Santo Ant6nio, no cérrego
Santo Antbnio, ribeirdo Santa Rita e ribeirdo Sao Pedro, respectivamente; ponto P7, localizado
no ribeirdo Santa Isabel, proximo ao ponto de captacdo de agua para abastecimento publico do
municipio de Paracatu. O esquema representativo dos pontos de coleta deste estudo esta
apresentado na Figura 1 e descrito na Tabela 1.

Os sedimentos dos rios foram coletados por meio de amostragem composta, com 0
auxilio de um pegador de Ekman-Birge. Ap6s a coleta, as amostras foram acondicionadas em
embalagens de polietileno de alta densidade, que séo atoxicos e inertes, uma vez que vidros e
metais ndo sdo indicados para amostras contendo metais (ANA; CETESB, 2011). As amostras
de sedimento foram mantidas refrigeradas, durante o transporte, e armazenadas, a 4 °C + 2 °C,
no Laboratorio de Mutagénese Ambiental na Unesp, Rio Claro, até 0 momento das analises.

Apols a coleta, os sedimentos foram mantidos refrigerados e transportados ao
Laboratorio de Mutagénese Ambiental na Unesp/Rio Claro, onde foram armazenados a 4 °C +

2 °C, até o momento de sua utilizagdo nas andlises ecotoxicologicas.
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Paracatu-MG (latitude 17°13°20”S, longitude
46°52°29”W). Pontos de coleta das amostras de sedimento: A (P1), B (P2) e C (P3) - Corrego
Rico; D (P4) - Corrego Santo Antonio; E (P5) - Ribeirdo Santa Rita; F (P6) - Ribeirdo Séo
Pedro e G (P7) - Ribeirdo Santa Isabel.

,/'\
/" Paracatu BR-040

Fonte: Adaptado de Google Maps

2.2.1. Solubilizado

O extrato solubilizado de cada amostra de sedimento foi obtido por meio dos procedimentos
indicados na norma NBR 10006 da ABNT (ABNT, 2004a). Foram dissolvidos 62,5 g da
amostra (peso seco) em 250 mL de &gua ultrapura, seguido de agitacdo em baixa velocidade,
por 5 minutos. Em seguida, os béqueres contendo as amostras foram cobertos com filme PVC
e colocados em repouso, por 7 dias, em incubadora BOD (22 °C + 1 °C), para decantacao. Apds
esse periodo, foi coletada a fase liquida de cada uma das amostras, e posteriormente filtrada em
membrana de 0,45 um. Os extratos obtidos foram entdo armazenados em geladeira (4 °C), até

Seu uso nos bioensaios.

2.2.2. Lixiviado

Para obtencdo do extrato lixiviado das amostras de sedimento, foi utilizada a
metodologia proposta pela norma NBR 10005 da ABNT (ABNT, 2004b), com adaptacgdes. De
acordo com os calculos requeridos na metodologia, foram determinadas a porcentagem de
solidos (acima de 0,5% de solidos) e a solucdo de extragdo a ser utilizada, denominada de
solucdo de extragdo 1 (contendo &cido acético e NaOH, pH 4,93 + 0,05). Todas as amostras
foram filtradas em filtro de fibra de vidro (1,6 pm) e transferidas para os frascos de lixiviacéo.
A solucéo de extracéo foi colocada em frasco de lixiviagdo, mantidas na proporc¢ao: Massa de

solucéo de extracdo = 20 x massa da fase solida.
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Tabelal. Descri¢cdo dos pontos de coleta das amostras de sedimento de rios sob a influéncia de atividade de mineracdo de ouro da regido de
Paracatu-MG.

Pontos Corrego Localizacao Coordenadas (UTM) Tipo
Fuso X Y

P1 Corrego Rico A jusante da mineradora e a montante da confluéncia com o 23 K 298912 8096066 Arenoso
Corrego Espalha

P2 Corrego Rico A jusante da confluéncia com o Corrego Espalha e amontantedo 23 K 298976 8095370 Arenoso
perimetro urbano (Paracatu)

P3 Corrego Rico Ao final do perimetro urbano (Paracatu) 23 K 301513 8092911 Arenoso

P4 Corrego Santo Antonio A jusante da barragem de rejeitos 23 K 305055 8103539 Argiloso

P5 Ribeirdo Santa Rita Antes da confluéncia com o Coérrego Sdo Domingos 23 K 303276 8106996 Argiloso

P6 Ribeirdo Sao Pedro Apds receber contribuicdes do ribeirdo Santa Rita e do Cérrego 23 K 306214 8104425  Argiloso
Santo Antonio

P7 Ribeirdo Santa Isabel Antes da captacdo da ETA (COPASA) 23 K 292183 8090285 Argiloso
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Os frascos de lixiviagdo foram fechados e mantidos sob agitacdo em mesa agitadora
(Marconi, MA 139), velocidade 3, temperatura ambiente (24 °C + 2 °C), por um periodo de 18
horas. Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro de fibra de vidro de 1,6 um, para a
obtencdo do extrato lixiviado. Esses extratos foram armazenados em geladeira (4 °C), para uso

posterior nos bioensaios.

2.3. Andlise quimica

O procedimento de digestdo total, para quantificacdo do teor total dos elementos traco,
foi realizado para as amostras de sedimento e para o material de referéncia, certificado SRM
1944, conforme o método USEPA 3051A modificado, utilizando 0,150 g de amostra seca com
a adicdo de 3 mL de HNOs e 1 mL de HCI glacial, onde a digestdo ocorreu, com aquecimento
por radiacdo micro-ondas (Berghof SpeedWave 4). O aquecimento utilizado para a digestéo foi
realizado em uma rampa de aquecimento com 2 etapas. Etapa 1 (aquecimento): pressao 50 bar,
poténcia 80%, temperatura 175 °C, por 10 min. Etapa 2 (resfriamento): pressdao O bar,
temperatura 50 °C, por 20 min.

Para as determinagdes multi elementares de aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), escandio (Sc), ferro (Fe), manganés (Mn) e mercudrio (Hg) foi
utilizada a espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES —
ICAP 6000 Series ICP Spectrometer, Thermo Scientific), equipado com um nebulizador V-
groove (Glass Expansion, AUS) e camara de nebulizacdo ciclonica (Glass Expansion, AUS). O
sistema ICP-OES foi operado de acordo com as seguintes condi¢des: poténcia aplicada 1150
W; vazdo do gas do plasma 10 L.min"'; vazdo do gas auxiliar 0,5 L.min"'; vazéo do gas de
nebuliza¢do 0,75 L.min""; vaz&o de introducdo da amostra 3,0 mL.min"%. Foram empregadas as
linhas espectrais: Determinac@es de Al, As, Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb e Sc (Al 396,1 nm; As
189,0 nm; Cd 226,5 nm; Cu 324,7 nm; Fe 259,9 nm; Hg 184,9 nm; Mn 257,6 nm; Pb 220,3 nm
e Sc 361,3 nm). Todas as analises quimicas foram realizadas no Centro de Estudos Ambientais
(CEA/UNESP- Campus de Rio Claro).

2.4. Extracao sequencial

A distribuicdo dos metais presentes nas amostras de sedimento foi analisada por meio
do meétodo de extracdo sequencial, proposto por Mortatti et al. (2013). Neste método, uma
aliquota de 1g de cada amostra de sedimento passa por quatro etapas de extracdo sequencial,

conforme descritas a seguir.
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Fase 1 (F1) — Fracao solUvel e trocavel: Nesta fase, foi adicionado 10 mL de nitrato de
magnésio (Mg(NOz)2) a 0,5 M, pH 5,0, em tubos Falcon contendo as amostras de sedimento.

Em seguida, os tubos foram submetidos a agitacao por 2 horas, a 25 °C.

Procedimento intermediario entre as fases 1 e 2: Ap6s a agitagdo, os tubos foram
centrifugados por 30 min a 3000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo Falcon (tubo para analise), a amostra residual do tubo foi misturada com 10 mL de agua
Mili-Q e agitada para homogeneizacao. Os tubos foram centrifugados novamente, por 15 min
a 3.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para o tubo de andlise. Os tubos de analise tiveram
seu volume completado para 50 mL, com agua mili-Q, e mantidos sob refrigeracdo (4 °C), até
a realizacdo das analises quimicas, para a determinacdo dos metais. Os tubos contendo a

amostra residual, foram deixados em estufa ventilada (40 °C) overnight.

Fase 2 (F2) — Fracdo ligada a carbonatos: 10 mL de acetato de sédio (NaOAc) 1,0 M, pH 4,5
foram adicionados aos tubos de amostra residual, obtidos na F1. Essa suspensao foi colocada
em agitacdo por 5 horas, a 25 °C. Em seguida, foi realizado, novamente, o procedimento

intermediario descrito anteriormente.

Fase 3 (F3) — Fracdo ligada aos 6xidos de Fe e Mn: foi adicionado 10 mL de cloridrato de
hidroxilaménio (NH.OH.HCI) 0,04 M em &cido acético 25% (v/v) aos tubos de amostra
residual da F2. Em seguida, a suspensdo foi colocada em agitacdo, por 5 horas, a 85 °C.

Decorrido esse tempo, foi realizado novo procedimento intermediério, conforme ja descrito.

Fase 4 (F4) — Fracédo ligada a matéria organica: foram adicionados 3 mL de &cido nitrico
(HNO3z) 0,02 M e 8 mL de peroxido de hidrogénio (H202) a 35% aos tubos de amostra residual
da F3. A suspensdo dos tubos foi colocada em agitacdo por 5 horas, a 85 °C. Apos a agitacéo,
0s tubos passaram por processo de resfriamento, por 30 min a 25 °C. Em seguida, foram
adicionados aos tubos, 20 mL de acetato de aménio (NHsAc) 0,85 M em HNOz a 5% (v/v). Os
tubos foram colocados em agitacdo por 30 min, a 25 °C. Posteriormente, foram seguidos os
passos do procedimento intermediario, citado nas etapas anteriores.

Todos os tubos foram acidificados com HNOs (pH * 2,0).

Todas as etapas da extracdo sequencial foram realizadas no Departamento de
Planejamento Territorial e Geoprocessamento (DEPLAN-IGCE/UNESP - Campus de Rio
Claro.
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2.4.1. Analise da origem, do grau de contaminacao e dos riscos da poluigédo

ApoGs as andlises quimicas, foram realizados os calculos para definicdo do fator de
enriquecimento (Enrichment Factor - EF) das amostras coletadas. Os valores obtidos foram
comparados com um background geoquimico natural, para estimar as areas e identificar a
origem dos elementos traco, bem como possiveis contaminantes (HARIKUMAR; JISHA,
2010; ZHANG; LIU, 2002; MILLER et al., 2007; FERNANDES et al., 2016). Neste estudo,
optou-se por utilizar como valores de referéncia geoquimica uma média entre os pontos P5
(ribeirdo Santa Rita) e P7 (ribeirdo Santa lIzabel), por estes representarem caracteristicas dos
compartimentos geoquimicos da regido e por ndo estarem contaminados por nenhum tipo de
atividade da mineradora.

Para o calculo do EF foi utilizado o escandio (Sc) como elemento normalizador, por
esse elemento apresentar um comportamento conservador ao longo do tempo. O EF foi

calculado de acordo com a equacao:

B (Mi/Sc)
~ (Mi/Sc)

amostra

EF

(Equacéo 1)

referéncia

Onde: (Mi/Sc)amostra = razao entre a concentracdo do metal de interesse (Mi) e 0 Sc na amostra;
(MIi/ScC)referencia = razdo entre a concentragdo do metal de interesse (Mi); Sc = elemento de

referéncia (backgroung geoquimico).

Para avaliar o grau de contaminagio dos metais estudados, foi utilizado o indice de

geoacumulacéo (Igeo), de acordo com a equacédo de Miller (1979):
Igeo = logz([M]sed/l's[M]background) (Equagéo 2)

Onde: [M]sed = concentracdo do metal nos sedimentos coletados; e [M]background = cONcentracdo

do mesmo metal M no background geoquimico de referéncia.

Tambem foi calculado o Codigo de Avaliacéo de Risco — Risk Assessment Code (RAC)
de acordo com Perin et al. (1985), considerando as fragdes que estdo na fase trocavel e ligada
aos carbonatos, uma vez que estas sdo mais facilmente remobilizadas para o meio aquético. Foi

utilizada a seguinte equacéo:
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_ (IM]g1 + [M]g, <
RAC = <—[M]total )x 100 (Equacéo 3)

Onde: [M]r1 = concentracdo do metal de interesse na fase F1 (Fracdo sollvel e trocavel); [M]r2
= concentracao do metal de interesse na fase F2 (Fracdo ligada aos carbonatos); e [M]iotal

= concentracdo total do metal de interesse (F1+F2+F3+F4+Residual).

2.5. Bioensaios com Lactuca sativa

Sementes de L. sativa foram dispostas em placas de Petri de Petri 7 cm de diametro,
forradas com papel de filtro, contendo 3 mL das diferentes amostras de extratos de sedimento
(solubilizado e lixiviado). Os tratamentos controles foram realizados com &gua ultrapura, para
o controle negativo (CN), e com sulfato de zinco heptahidratado (0,05 M) (LOPES, 2014), para
o0 controle positivo (CP). Para a exposi¢do com o sedimento lixiviado foi realizado também um
controle da solugdo de extragdo (Csolucio), contendo a mesma solucéo utilizada para o ensaio de
lixiviacdo dos sedimentos e todas as amostras foram diluidas na proporcéo de 1:11 (extrato :
agua ultrapura — v/v, respectivamente), propor¢do essa, que possibilitou melhor crescimento
radicular e menor inducdo de necrose na regido meristematica das raizes. Todos os testes de
germinacdo foram realizados, em triplicata, com 20 sementes em cada placa.

As placas foram mantidas em incubadora BOD (22 °C + 1 °C), sem fotoperiodo, por um
periodo de exposicdo de 120 horas. Apos esse periodo, as sementes e raizes foram utilizadas

para as analises.

2.5.1. Ensaio de germinacao e de desenvolvimento das sementes
Apos o periodo de exposicdo, foram quantificadas as sementes que germinaram em cada
placa, cujos valores obtidos foram utilizados para o célculo da porcentagem de germinacéo (%

G), pela equacdo:

%G Total de sementes germinadas 100 (E 10 4)
= uacao
0 Total de sementes na placa X quac

Posteriormente, as sementes germinadas, tiveram suas raizes e hipoc6tilos medidos com
paquimetro digital. Foram calculadas as medias dos comprimentos das raizes e dos hipocotilos,
para cada triplicata, e os resultados foram comparados estatisticamente com o controle, para

analise do crescimento.
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Para as andlises estatisticas, os dados foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade e Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado para cada analise: %G e crescimento (raiz e hipocotilo).

2.6. Cultivo celular

Para a realizacdo dos experimentos com a linhagem HepG2/C3A, as células foram
descongeladas e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 3 g
de glicose, 1,2 g de bicarbonato de sodio e 1 mL de antibi6tico (penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 0,1 mg/mL). Os frascos contendo as células foram mantidos em estufa de COs,
a 37 °C, por um tempo suficiente de estabilizacdo para a obtencdo de, pelo menos, 2 repiques
celulares. Os repiques para confeccdo dos frascos foram realizados lavando-se os frascos duas
vezes com PBS, tripsinisados com 0,5 mL de Tripisina-EDTA (0,5%), por 5 minutos, a 37 °C
e posterior inativacdo com 1,5 mL de meio DMEM suplementado. Em seguida, as células foram
passadas em seringa estéril de 1 mL, para dissociacdo das células. Apds a confluéncia das
células nos frascos repicados, foram realizados novos repiques, transferindo as células dos

frascos para as placas de 6 pogos, para realizacao do teste de viabilidade celular.

2.6.1. Viabilidade celular — Teste de exclusdo do corante Azul de Tripan

O teste de viabilidade com o corante Azul de Tripan (0,4%, GIBCO, Cat. N° 15250-
061) foi realizado em placas de 6 pogos. Foram semeadas, aproximadamente, 5x10° células por
poco, em um volume total de 2 mL de meio com soro. As placas foram incubadas por um
periodo de 24 horas, para estabilizacdo. Apds esse periodo, 0 meio foi retirado e substituido por
um novo meio de cultura (Sem soro), contendo os tratamentos. Foram realizados dois diferentes
ensaios com as amostras de sedimento, um com o extrato solubilizado e outro com o extrato
lixiviado, nas concentracdes de 200 e 400 pL/mL. A concentracdo inicial de 200 pL/mL
equivale a 20% do volume total do poco/frasco de cultura, condi¢do essa em que ndo ocorre
inducdo de efeitos citotdxicos e /ou genotoxicos em decorréncia da mudanca de osmolaridade
(REIFFERSCHEID et al., 2008; HARA; MARIN-MORALES, 2017). Para ambos 0s ensaios,
foram realizados também os testes controle. O CN foi realizado com meio de cultura sem soro
e PBS; 0 Csolugio COM meio de cultura sem soro + a solugéo de extracdo do lixiviado nas
concentracdes de 200 e 400 pL/mL e o CP com Triton X-100 (diluido em meio de cultura sem
soro — solucédo a 1%).

Para analise da viabilidade celular, as células foram coletadas e misturadas com 20 puL

de Azul de Tripan com 20 pL da solucdo celular homogeneizada. A contagem foi realizada em
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Cémara de Neubauer, em microscopia de luz (aumento de 400x). O teste foi realizado em
duplicata e os dados obtidos foram, posteriormente, transformados em porcentagem, para a
obtencdo do percentual de viabilidade de cada concentragéo testada.

Para as analises estatisticas, esses dados foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade e Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado para a analise.

3. Resultados e Discussao

3.1. Andlise quimica dos sedimentos

Os resultados obtidos pelo ICP OES, para analise quimica total dos metais, nas amostras
de sedimentos coletadas estdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados do presente estudo foram comparados com os valores de referéncia
sugeridos pela Resolugdo CONAMA n° 454 (BRASIL, 2012), que estabelece diretrizes
brasileiras de qualidade de sedimentos. Essa resolucéo traz os limites maximos de concentracéo
de contaminantes permitidos nesta malha ambiental, com vistas a protecdo da biota. Essa
resolucéo estd baseada no Canadian Sediment Quality Guideline (CCME, 1995; 2002), e 0s
valores do Nivel 1 pré-estabelecidos sdo equivalentes aos propostos pela Threshold Effect Level
(TEL), indice este que traz o limiar abaixo do qual h& menor probabilidade de efeitos adversos
a biota. Os valores de Nivel 2, que é o limiar acima do qual ha maior probabilidade de efeitos
adversos a biota, sdo equivalentes ao Probable Effect Level (PEL). Ainda de acordo com a
resolucdo (BRASIL, 2012), quando as concentracdes de As, Cd, Pb ou Hg forem superiores as
propostas no Nivel 1 ou quando a concentracdo de qualquer substancia (listada na tabela da
Resolucao) for superior ao Nivel 2, deverdo ser também realizados ensaios de ecotoxicidade.

Conforme a Resolucdo CONAMA n° 454 (BRASIL, 2012), pelos resultados obtidos
neste estudo, quanto a concentracdo de metais nas amostras de sedimentos (Tabela 2), foi
possivel observar que os valores para As (exceto para o P7) e Cd estdo acima do Nivel 2, que
alerta para a possibilidade de inducéo de efeitos adversos a biota. Os valores de As (Tabela 2)
superam muito o limite pré-estabelecido (8 a 114 vezes, variando de acordo com a localizacdo
dos pontos) para o valor de referéncia de Nivel 2 (17 mg/kg). Nos pontos P2 e P3, pertencentes
ao corrego Rico, antes e ap0s a area urbana do municipio de Paracatu, os valores de As
observados (Tabela 2) foram de 1.940 mg/kg e 1.725 mg/kg, enquanto que nos pontos P4 e P6,
correspondentes ao corrego Santo Anténio e ribeirdo Sao Pedro, localizados ap6s a barragem

de sedimentos da mineradora, os valores observados foram de 150 mg/kg e 478,1 mg/kg.
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Tabela 2. Resultados da anélise quimica dos metais presentes nos sedimentos de rios sob a influéncia de atividade de mineragdo de ouro da regido

de Paracatu-MG, nos seus diferentes pontos de coleta.

Pontos de Coleta

Referéncia*

Nivel Nivel
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 o
Aluminio (Al)  16771,0+3382,0 5326,0+504,0 4320,0+£201,0  8110,0+12750 4318,0+776,0 13899,0+8050  8864,00 +1228,00 - -
Arsénio (As) 77,0£9,0 1940,0+337,0 1725042240  150,0+21,0 31,0+1,0 478,1+0,3 12,00 +0,30 5,90 17,000
Cadmio (Cd) 9,0+1,0 12010 11,0+2,0 80+1,0 49+02 6,4+0,1 5,50 + 0,10 0,60 3,500
Chumbo (Pb) 28,0+2,0 43,0+ 4,0 50,0 4,0 350%5,0 16,2+ 0,4 38,0+1,0 25,00 +1,00 35,00 91,300
Cobre (Cu) 40,0+3,0 340£6,0 29,0+3,0 28,0+3,0 29,0+ 4,0 47,0+1,0 30,29 + 0,02 35,70 192'00
Escandio (Sc) 82+0,2 6,0+1,0 40£1,0 50+1,0 2,7+0,1 6,1+0,3 4,40 + 0,40 - -
Ferro (Fe) 21871,0 + 4866,0 23114,0 +4123,0 28595,0 +2472,0 19699,0 +5736,0 8401,0+1923,0 15985,0+895,0 14883,00 + 639,00 - -
Manganés (Mn)  201,0+41,0 184,0 £39,0 173,0 £ 43,0 177,0 £ 18,0 213,0+7,0 493,0 + 13,0 322,00 + 20,00 - -
Mercurio (Hg) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,17 0,486

Os valores estdo expressos em mg/kg (médiatdesvio padréo). LQ = Limite de Quantificacdo (Al = 36,158; As = 5,143; Cd = 0,442; Cu = 1,710; Fe = 8,954; Hg

=2,801; Mn =0,287; Pb = 4,508; Sc = 1,163). *Legislacio CONAMA N° 454/2012 (sedimentos de dgua doce)
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Valores pouco menores de As foram registrados para os pontos P1 (77 mg/kg) e P5 (31 mg/kg),
porém ainda superiores aos limites do Nivel 2 (Tabela 2). Os menores valores encontrados para
As neste estudo foram os observados para o ponto P7 (12 mg/kg), que ndo recebe influéncia do
efluente da mineradora. Embora esses valores estejam dentro dos Niveis 1 e 2 pré-
estabelecidos na legislacéo, eles ja devem ser considerados como um alerta para a necessidade
de realizacdo de testes ecotoxicologicos neste ponto, pelo fato do As ser um metal que configura
risco ambiental e por estar localizado pouco antes da captacdo da ETA que abastece o municipio
de Paracatu.

Para o Cd, todos os pontos analisados mostraram valores superiores (1,4 até 3,4 vezes
maiores) (Tabela 2) aos pré-estabelecidos para o Nivel 2 (3,5 mg/kg). Os maiores valores
observados foram no cérrego Rico, nos pontos P1 (9 mg/kg), P2 (12 mg/kg) e P3 (11 mg/kg),
seguidos do corrego Santo Anténio-P4 (8 mg/kg), ribeirdo Sdo Pedro-P6 (6,4 mg/kg), ribeirdo
Santa Isabel-P7 (5,5 mg/kg) e ribeirdo Santa Rita-P5 (4,9 mg/kg). Assim como o As, o Cd
também é um metal de maior risco de acordo com Brasil (2012), e valores acima de 0,6 mg/kg
ja alertam para a necessidade de uma maior investigacdo na area, bem como a realizacdo de
ensaios ecotoxicolégicos para o ponto P7.

As maiores concentragdes de Pb (Tabela 2) foram registradas para os pontos P2 (43
mg/kg), P3 (50 mg/kg), P4 (35 mg/kg) e P6 (38 mg/kg). Apesar de nenhum desses valores
serem superiores aos limites estabelecidos pelo Nivel 2 (91,3 mg/kg), eles estdo acima ou no
limite maior do Nivel 1 (35 mg/kg), o que ja sugere, pela legislacdo, a necessidade de melhor
investigacdo dos sedimentos desses pontos.

Foram encontrados valores de Cu (Tabela 2) maiores que os estabelecidos pelo Nivel 1
(35,7 mg/kg) nos pontos P1 (40 mg/kg) e P6 (47mg/kg). Apesar dos valores serem superiores
ao Nivel 1, esses ndo ultrapassam o Nivel 2 (197 mg/kg), o que de acordo com a legislacao
vigente, ndo requer estudos mais detalhados.

O Al e o Fe, apesar de ndo possuirem valores de referéncia para fins comparativos,
apareceram em quantidades muito elevadas (Tabela 2), em todos 0s pontos de coleta estudados.
Os valores de Al observados no estudo ficaram entre 4318 (P5) e 16771 mg/kg (P1), enquanto
0s de Fe ficaram entre 8401 (P5) e 28595 (P3) mg/kg.
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3.2. Extracéo sequencial
3.2.1. Analise quimica

Os resultados obtidos pelo ICP OES, para analise quimica dos metais de cada fase da
extracao sequencial, realizada nas amostras de sedimento coletadas nos rios sob a influéncia de
atividade de mineracdo de ouro da regido de Paracatu-MG estéo apresentados na Tabela 3 e
esquematizados na Figura 2. Na Figura 2, ndo foram esquematizados os dados referentes ao
Hg, por estes estarem abaixo dos limites de quantificacéo.

Pelos resultados da extracdo sequencial realizada no presente estudo, é possivel

quantificar a biodisponibilidade de cada elemento metalico, no decorrer das transformacdes que
ocorreram nos sedimentos, seja por acéo fisica, quimica ou bioldgica. De acordo com Tessier,
Campbell e Bisson (1979), as fracdes F1 e F2 séo as mais facilmente remobilizadas para 0 meio
aquatico, correspondendo as liberacdes de metais mais hidrosoluveis, enquanto as fracdes F3 e
F4 representam as dos metais de baixa hidrosolubilidade e a fracéo residual (R), os metais de
menor mobilidade nos sedimentos.
De acordo com os resultados observados na Tabela 3, pode-se verificar que de todos os
elementos analisados, somente 0 Mn esteve presente em todas as fracdes, inclusive nas fracdes
mais labeis (F1 e F2). Estudos realizados por Ferreira (2014), nesta mesma area (Paracatu-MG),
registraram resultados semelhantes, quanto a presenca do Mn em amostras estudadas pelos
autores. No entanto, Ferreira (2014) encontrou maiores valores deste elemento na fracdo F3
(6xidos de Fe e Mn), enquanto no presente estudo, os maiores valores observados foram na
fracdo F2, que é mais labil, e que demonstra uma grande relacdo de ligacdo com os carbonatos.
Ainda assim, esse elemento se encontra amplamente distribuido também nas fracbes F3 e F1.

Para a maioria dos elementos analisados, foi possivel observar que mais de 50% do total
do elemento se encontra distribuido na fracdo R (Figura 2), onde apenas Cu e Fe se encontram
na faixa de 40% e Mn com cerca de 30%. O Sc foi 0 elemento que apresentou maior distribuicéo
na fracdo R, com cerca de 80 a 90% do elemento nesta fragdo. Os estudos de Ferreira (2014)
também corroboram estes dados das maiores concentracdes dos metais As, Fe, Mn, Pb e Zn
estarem presentes na fragdo R dos sedimentos dos rios da regido de Paracatu. De acordo com
Murray et al. (1999), os metais encontrados na fracdo R sdo mais estaveis, sendo entdo os que
mais se mantém associados a estrutura cristalina de alguns minerais.

O Al e o Cu apresentaram um comportamento relativamente semelhante, apresentando
maiores valores de concentracdo nas fragdes F3 (6xidos de Fe e Mn) e F4 (matéria orgénica)
(Tabela 3). No entanto, o Al teve valores ainda maiores de concentracdo na fracdo R,

apresentando cerca de 60 e 80% do total do elemento associado a essa fracéo, enquanto o Cu
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Tabela 3. Resultados da analise quimica dos metais presentes nos sedimentos de rios, nos seus diferentes pontos de coleta, ap6s os ensaios de

extracdo sequencial.

Fases de extracdo Pontos de coleta Aluminio Arsénio Cadmio Chumbo Cobre Escéndio Ferro Mercdrio  Manganés
P1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 3,66 <LQ 11,45
P2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 2,15 <LQ 14,26
P3 <LQ 0,56 <LQ <LQ <LQ <LQ 3,74 <LQ 18,39
F1 P4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 7,32 <LQ 15,05
P5 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 2,67 <LQ 51,74
P6 <LQ 0,79 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,05 <LQ 104,82
P7 24,40 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 68,41 <LQ 93,90
P1 303,11 3,59 0,40 2,45 1,20 0,93 2418,92 <LQ 40,88
P2 207,54 9,60 0,29 2,68 2,45 0,36 1708,79 <LQ 91,59
P3 116,80 10,51 0,11 2,07 2,04 0,16 409,44 <LQ 48,02
F2 P4 154,00 4,05 0,27 2,48 2,88 0,46 1575,32 <LQ 48,47
P5 127,86 3,55 0,11 1,15 1,95 0,21 518,96 <LQ 44,52
P6 281,89 14,84 0,39 4,95 5,26 0,61 2390,56 <LQ 108,16
P7 193,38 3,32 0,30 2,21 2,31 0,45 1911,05 <LQ 24,89
P1 1001,73 4,40 1,01 7,37 9,46 0,34 7742,30 <LQ 20,82
P2 602,40 8,64 0,72 6,01 6,23 0,16 5478,80 <LQ 39,50
P3 522,37 11,75 0,51 4,59 4,01 0,12 3942,23 <LQ 39,22
F3 P4 609,31 4,54 1,19 7,98 6,15 0,00 8901,80 <LQ 41,97
P5 411,56 6,06 0,26 1,69 0,97 0,00 2138,81 0,17 43,89
P6 717,84 18,47 1,32 7,29 8,21 0,56 10035,90 <LQ 108,46
P7 565,31 5,73 0,95 4,66 1,24 0,00 7374,25 <LQ 68,67
P1 551,98 1,43 0,12 2,34 7,32 0,15 141,19 <LQ 3,46
P2 331,90 8,50 0,41 1,48 4,36 0,00 45,89 0,15 4,64
P3 270,22 5,15 0,13 1,36 3,65 0,00 359,59 <LQ 6,89
F4 P4 558,34 1,59 0,09 2,52 13,47 0,11 203,62 <LQ 4,62
P5 596,52 2,06 0,06 0,73 4,53 0,00 123,14 <LQ 7,45
P6 615,11 2,73 0,13 3,16 11,80 0,14 526,46 <LQ 13,11
P7 883,19 191 0,20 2,00 11,48 0,31 1184,37 <LQ 14,85

Os valores estdo expressos em mg/kg. LQ = Limite de Quantifica¢do. F1 = Fase 1 (Fracdo soltvel e trocavel); F2 = Fase 2 (Fracdo ligada a carbonatos); F3 =

Fase 3 (Fracdo ligada aos 6xidos de Fe e Mn); F4 = Fase 4 (Fracdo ligada a matéria organica).
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Figura 2. Extracdo sequencial de Al, As, Cd, Pb, Cu, Sc, Fe e Mn nas amostras de sedimento de rios, nos seus diferentes pontos de coleta.
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F1 =Fase 1 (Fracdo soltvel e trocavel); F2 = Fase 2 (Fracao ligada a carbonatos); F3 = Fase 3 (Fracdo ligada aos 6xidos de Fe e Mn); F4 = Fase 4 (Fragdo ligada
a matéria organica); R = Fracéo residual.
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teve em torno de 40 a 60%. O Al e o Cu também foram os metais que apresentaram maior
porcentagem do elemento ligado a matéria organica (F4) (Figura 2). Os demais elementos
tiveram sua dissociacdo em menor quantidade nesta fracdo. Esses resultados estdo de acordo
com outros autores, que observaram maior afinidade do Cu com a matéria organica
(MORTATTI et al., 2013) e altas porcentagens de Cu ligado aos 6xidos de Fe e Mn (LIANG
etal., 2018).

Dentre as fraces F1 até F4, o As e o Fe apresentaram maiores valores de dissociacao
nas fracdes F2 (carbonatos) e F3 (6xidos de Fe e Mn), conforme observado na Tabela 3. O As
apresentou maior predominancia de distribuigdo na fragdo R (Figura 2), com valores em torno
de 60 a 90%. O Fe, teve valores em torno de 40 a 60%, na maioria dos pontos, no entanto, em
alguns pontos (P6 e P7), mais de 40% deste elemento esta distribuido na fracdo F3. Nos estudos
realizados por Ferreira (2014) e Aguiar (2018), elementos como As e Fe foram observados com
maior predominancia na fracdo R. Aguiar (2018) ainda observou valores relevantes de As
ligado & matéria organica, discordando dos resultados do presente estudo, onde foi observada
maior dissociacdo do As ligado a carbonatos e a éxidos de Fe e Mn do que a matéria organica.

Apesar das porcentagens de As nas fracdes F2 (pontos P2, P3 e P6) e F3 (pontos P2,
P3 e P6) serem relativamente baixas, quando comparadas com a fracdo R (Figura 2), esses
valores, quando comparados com os niveis estabelecidos pela legislagdo (BRASIL, 2012), ja
estdo acima do Nivel 1, o que demonstra que ndo sé os valores totais estdo acima dos niveis de
seguranca, mas também as fracOes labeis destes sedimentos. Estes dados também sdo
preocupantes, porque a F2, assim como a F1, sdo as fracfes labeis mais bioacessiveis no meio
ambiente. Apesar do As ndo estar presente em grande quantidade na matéria organica, o ponto
P2 também apresentou valores acima do Nivel 1 nesta fase (F4).

Assim como 0s demais metais, 0 Cd e o Pb também tiveram maior predominancia de
distribuicdo na fracdo R (Figura 2), apresentando valores em torno de 60 a 90% para o Cd e 50
a 80% para o Pb. O comportamento destes dois elementos também foi semelhante entre as
fragdes F1 a F4, mostrando maior dissociacao desses metais na fragdo F3 (0xidos de Fe e Mn).
Outros estudos também mostraram maiores valores de Pb (MORTATTI et al, 2002;
MORTATTI et al., 2013; LIANG et al., 2018) e Cd (MORTATTI et al., 2013) associados aos
oxidos de Fe e Mn. Os valores observados de Cd (fracdo F3) também ultrapassaram os valores
do Nivel 1 da legislacéo vigente (BRASIL, 2012) nos pontos P1, P2, P3, P4, P6 e P7. Apesar
da fracdo l&bil F3 ser menos acessivel do que F1 e F2, esses valores registrados acima do nivel

de seguranca sdo indicativos de alerta, quanto a toxicidade dos sedimentos dos rios estudados,
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uma vez que essa malha ambiental pode remobilizar contaminantes para a coluna d’agua

correspondente (HOLLERT et al., 2003; SCHWARTZ et al., 2006).

3.2.2. Analise de fontes naturais e antropogénicas

3.2.2.1. Fator de Enriquecimento (EF)

O calculo do EF, que expressa a relagdo de abundancia entre um elemento de interesse
e um elemento conservador, comparado a relacdo correspondente entre esses dois elementos no
material de origem (BOWEN, 1979), tem se mostrado uma ferramenta eficiente para a deteccéo
e quantificacdo de metais pesados (STERCKEMAN et al., 2006). Contudo, € necessario que 0
elemento de referéncia tenha pouca variabilidade e seja pouco afetado por intemperismos
(LOSKA et al., 1997). Além disso, tem sido recomendado também o uso de um background de
referéncia com valores regionais ou naturais do local (FERRAND; HAMELIN; MONACO,
1999; RODRIGUES; NALINI JUNIOR, 2009; HARIKUMAR; JISHA, 2010; MORTATTI,
MORAES; PROBST, 2012; FERNANDES et al., 2016).

Assim, para os célculos de EF do presente estudo (Tabela 4), foi utilizado o Sc como
elemento normalizador e a média dos pontos P5 e P7, como valores de referéncia geoquimica,
uma vez que estes pontos refletem as caracteristicas geoquimicas da regido, e ndo possuem

influéncia direta das atividades de mineracao.

Tabela 4. Fatores de Enriquecimento (EF) obtidos para os metais presentes no sedimento de

rios, nos seus diferentes pontos de coleta.

Pontos de Coleta

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Aluminio  1,11* 0,47 0,57 0,86 0,76 123*  1,18*
Arsénio 157  5264* 7020~  488%  168*  1297* 0,49
Cadmio 0,72 1,27% 1,75% 0,64 0,40 0,74 0,95
Chumbo 0,60 122 2,13* 1,20 0,91 1,08  1,07*
Cobre 0,60 0,68 0,88 0,68 1,17* 0,95 0,88

Ferro 0,82 116 215  118* 0,84 0,80 1,12
Manganés 0,33 0,40 0,57 0,46 0,93 1,08  1,05*

EF < 1: as contribui¢des para o metal em analise sdao naturais; EF > 1: as contribui¢Ges para o metal em
analise podem ser relacionadas a fontes naturais ou antroprogénicas. *EF>1.

Foram adotados nesse estudo a avaliacdo de EF sugerida por Fernandes et al. (2016).

Nesta avalia¢do, valores de EF <1 sdo considerados contribui¢des naturais do metal em analise,
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ou seja, proveniente dos processos de erosdo, enquanto valores de EF > 1, contribui¢Ges sdo
relacionadas a fontes naturais ou antropogénicas, como as atividades de mineracgéo da regido
do presente estudo.

Os resultados de EF mostraram EF > 1 para As, Cd, Pb e Fe dos pontos P2 e P3 (cArrego
Rico), enquanto que o P1, situado logo a jusante das atividades da mineradora, apresentou esse
indice elevado somente para Al e As (Tabela 4). De acordo com os resultados elevados de Cd,
Pb e Fe, para os pontos P2 e P3, e os indices menores desses elementos em P1, pode-se inferir
que o processo de enriquecimento desses metais nos pontos de coleta se devem, provavelmente,
a fatores multiplos, como fontes naturais, antropicas e geomorfologia dos locais de coleta. As
fontes naturais consideradas para esta regido de estudo sdo as decorrentes da propria
caracteristica geoquimica da regido, constituida do mineral arsenopirita que, devido a ciclagem
biogeoquimica e intemperismo, ja disponibiliza para o ambiente elementos como o Fe e As,
além de outros como Al, Cd e Pb, fator comprovado pelo fato de serem também encontrados
nos pontos de referéncia deste estudo. As fontes antropicas, como as atividades da mineracao,
também contribuem para 0 aumento de metais toxicos nas aguas superficiais e sedimentos dos
rios da regido. Esse fator pode ser comprovado pelos altos indices de As nos pontos proximos
as atividades da mineradora, o que confirma um aporte adicional de Fe e As nesses locais.

O coérrego Santo Antbnio (P4), afluente do ribeirdo Sdo Pedro (P6), estéa localizado a
jusante da barragem de rejeitos. Esse corpo d’agua exibiu indices maiores que 1 para As, Pb e
Fe, enquanto que esses mesmos elementos ndo foram observados ou observados em menores
indices no ribeirdo Santa Rita (P5), um dos corpos d’agua considerados como pontos controle.
Por esses resultados, pode-se inferir que os indices elevados desses metais presentes no corrego
Santo Antbnio sdo de origem antropica, muito provavelmente, relacionados a barragem de
rejeitos da mineradora, que libera, principalmente As, pOs extracdo do ouro do mineral
arsenopirita, para esse corpo d’dgua, contaminacao esta que se estende também para 0 ponto
P6. Como pode ser observado na Tabela 4, o As apresentou altos indices de enriquecimento em
quase todos os pontos de coleta, inclusive no background (P5), sendo excecgédo apenas para o P7
(rio de captacdo de agua de abastecimento publico), o que reforca a sugestdo de que a

contaminagdo por metais na regido pode ser decorrente de fatores multiplos.

3.2.2.2. Indice de geoacumulacéo (Igeo)
Para avaliar o nivel de contaminacdo desta area de estudos, foi utilizado o indice de
geoacumulacéo (lgeo), proposto por Miller (1979). Esse indice evidencia o nivel de poluicéo

de um elemento de interesse, baseado em valores de background geoquimico. Neste estudo, o
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background geoquimico utilizado nos calculos foi 0 mesmo utilizado para o EF (média dos
pontos P5 e P7). A interpretacdo dos resultados de Igeo seguiu uma escala qualitativa de
poluicdo do metal de interesse, onde Igeo < 1 caracteriza auséncia de poluicao (Classe 0); 1 <
Igeo < 3, poluicdo moderada (Classe 1); 3 < Igeo < 5, poluicdo forte (Classe Il); Igeo > 5,
poluicdo extrema (Classe I1l). Os resultados obtidos para o lIgeo das amostras de sedimento
coletados nos rios estudados sob a influéncia da mineradora de ouro de Paracatu-MG, estdo

dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. indices de geoacumulacéo (Igeo) para as amostras de sedimento de rios, nos seus
diferentes pontos de coleta.

Pontos de Coleta

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Aluminio 0 0 0 0 0 0 0
Arsénio I Il Il I 0 I 0
Cadmio 0 0 0 0 0 0 0
Chumbo 0 0 0 0 0 0 0
Cobre 0 0 0 0 0 0 0
Ferro 0 0 0 0 0 0 0
Manganés 0 0 0 0 0 0 0

Classe 0: auséncia de poluicgdo (Igeo < 1); Classe 1: poluicdo moderada (1 < Igeo < 3); Classe 2: poluicdo
forte (3 < Igeo < 5); Classe 3: poluicdo extrema (Igeo > 5).

Pelos indices lgeo, foi possivel observar que nenhum dos pontos analisados neste estudo
apresentou niveis de poluicdo para os elementos Al, Cd, Pb, Cu, Fe e Mn (Igeo < 1). Esses
resultados indicam que a presenca desses elementos é proveniente de fontes naturais e que nao
ha poluicdo por esses elementos devido a enriquecimento por atividades antrdpicas presentes
nos locais avaliados. Entretanto, o As apresentou Igeo de classe | (poluicdo moderada), para 0s
pontos P1 e P4, classe Il para o ponto P6 (poluicdo forte) e classe Il (poluicdo extrema) para
0s pontos P2 e P3.

Por esses dados podemos reforcar as discussdes ja apresentadas para os indices de EF,
de que a contaminacéo da regido, por esse metal, é derivada de fatores maltiplos. Considerando
que os pontos de referéncia (P5 e P7) apresentaram auséncia de poluicdo, mas presenca de As
(Tabela 2) com valores de alerta pela CONAMA 454 (BRASIL, 2012), pode-se inferir que isso
ocorre devido as caracteristicas naturais de altos teores de As. Os niveis de poluicdo registrados
para P2 e P3, associados aos indices de EF, confirmam que ha uma contribuicdo dos niveis de
As nesses pontos também por fontes antropicas (Tabela 4). J& para 0os pontos proximos a
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barragem de rejeitos, foi possivel observar poluicdo moderada (P4) e poluicdo forte (P6),
sugerindo que a mineradora também esta influenciando na qualidade desses sedimentos, que
estdo sendo enriquecidos com As proveniente da barragem de rejeitos do Morro do Ouro. Os
niveis mais baixos de poluicdo do P1 (classe I) reforcam as discussfes apresentadas para EF,
de que a declividade do terreno pode estar influenciando o carreamento dos contaminantes rio
abaixo, minimizando os impactos das fontes naturais e antropicas deste ponto e impactando 0s
pontos P2 e P3, que acumulam esses contaminantes em seus sedimentos.

Os estudos realizados por Mello et al. (2014), para avaliar os teores de As no material
particulado atmosférico da cidade de Paracatu, evidenciaram que houve variacdo dos teores
deste metal, de forma espacial e sazonal, controlados pela origem da poeira dos solos, dire¢cdo
e velocidade do vento dominante (nordeste) e da distribuicdo sazonal de precipitacdo. Os
autores observaram maiores concentracdes de As nos pontos proximos a borda sudeste da area
de mineracdo do Morro do Ouro, localizado no municipio de Paracatu, afirmacdo esta que
corroboram os resultados de analises quimicas realizadas no presente estudo. Os autores ainda
afirmam que, na area da barragem (regido localizada contra o vento da mina de ouro), as
concentracdes de As foram as menores encontradas, evidenciando entdo que essas maiores
concentracOes encontradas estdo atribuidas a emissdo de poeiras das atividades operacionais da
mina de ouro e aos ventos predominantes, que favorecem a remobilizagcdo e a disperséo da
poeira da area de mineracgdo para a area a sudeste da mina. Além deste, outros estudos realizados
em Paracatu (SANTANA FILHO, 2005; CHAPADEIRO et al., 2006; RESENDE, 2009;
FERREIRA, 2014) também concluiram que o enriquecimento de As nos solos e sedimentos
provavelmente estd relacionado aos processos de ciclagem biogeoquimica natural deste
elemento, assim como aos processos de deposicdo de sedimentos por erosdo hidrica e da
dispersdo atmosférica de material particulado contendo As, proveniente da area de mineracéo,
que vao influenciar diferentemente cada ponto, dependendo da sua localizacdo, corroborando

com os resultados do presente estudo.

3.2.2.3. Avaliagéo de risco (Risk Assessment Code — RAC)

O cddigo de avaliagdo de risco (RAC) foi estabelecido por Perin et al. (1985) e é
utilizado para avaliar os riscos associados a metais pesados presentes em sedimentos. Segundo
Wang et al. (2010), o RAC ¢ aplicado principalmente a soma das fracGes trocaveis e ligadas
aos carbonatos, a fim de avaliar a disponibilidade de metais presentes no sedimento, ja que
essas fases podem ser facilmente remobilizadas para 0 meio aquéatico, por meio de reacGes

bioquimicas e, consequentemente, absorvidas pela biota.
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Os resultados obtidos para 0 RAC estéo dispostos na Tabela 6. Essa avaliagdo seguiu
critérios estabelecidos por Perin et al. (1985), onde RAC < 1 é indicativa de auséncia de risco
(classe 1); RAC entre 1 e 10, de baixo risco (classe I1); RAC entre 11 e 30, de médio risco
(classe I11); RAC entre 31 e 50, de alto risco (classe 1V); e RAC > 50, de risco muito alto (classe
V).

Tabela 6. Classificacdo para os valores de RAC (Risk Assesment Code) obtidos das amostras

de sedimento de rios, nos seus diferentes pontos de coleta.

Pontos de Coleta

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Aluminio I I I ] I I I
Arsénio | I I | 1 | i
Cadmio I I I I I I I
Chumbo I I I I I Il I
Cobre | 1 1 | | 1 |

Ferro 1 I I I I Il I

Manganés Il \Y \Y \Y v v \
I: sem risco (RCA < 1); Il: baixo risco (RCA entre 1 e 10); I1l: médio risco (RCA entre 11 e 30); IV:
alto risco (RCA entre 31 e 50); V: risco muito alto (RCA > 50).

De acordo com os resultados obtidos, a maior parte dos elementos (Al, As, Cd, Pb, Cu
e Fe) apresenta baixo risco para os pontos avaliados. O Al, assim como o Cd apresentam baixo
risco em todos os pontos analisados e o Pb e o Cu apresentaram médio risco no ponto P6
(ribeirdo Sdo Pedro). Apesar dos valores serem correspondentes a um risco médio, é importante
destacar, principalmente os valores de Pb, por esse elemento pertencer ao grupo 2A da
International Agency for Research on Cancer (IARC), classificado como, provavelmente,
carcinogénico para humanos (WHO, 2019).

O As, ainda que tenha apresentado baixo risco na maioria dos pontos deste estudo,
possui risco médio para 0s pontos P5 (ribeirdo Santa Rita) e P7 (ribeirdo Santa Isabel), sendo
esse ultimo o rio de captacdo de agua para abastecimento publico do municipio de Paracatu.
Com esse resultado € possivel concluir que existe uma quantidade relevante de As disponivel
no ambiente, que pode contaminar a biota, assim como afetar a saide humana. Além disso, o
As também é classificado como carcinogénico para humanos de acordo com a IARC (WHO,
2019), o que agrava ainda mais o problema registrado.

O Fe apresentou médio risco nos pontos P1 (corrego Rico), P6 (ribeirdo Séo Pedro) e

P7 (ribeirdo Santa Isabel), mostrando que esses pontos possuem maior disponibilidade deste
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elemento para 0 meio ambiente. O Fe é um elemento essencial, porém em quantidades elevadas,
pode causar danos a satde (TOYOKUNI, 2011).

O unico elemento que apresentou alto risco (P3, P4, P5, P6 e P7) e risco muito alto (P2)
foi 0 Mn, mostrando que este elemento esta disponivel em grandes quantidades. O Mn assim
como o Fe também é um elemento essencial, porém necessario em pequenas quantidades
(ATSDR, 2012). Quando encontrado em niveis mais elevados, ele pode ser prejudicial a satde.
E importante ressaltar que os sedimentos do ponto P7, apresentaram médio risco para As e Fe
e alto risco para Mn, mostrando que esses elementos estdo facilmente disponiveis neste meio
aquatico, o que demanda maiores estudos sobre a qualidade dos sedimentos desse local de
coleta, pois essas aguas sdo captadas para serem utilizadas no abastecimento publico do

municipio de Paracatu.

3.2.3. Ensaio de germinacéo e de desenvolvimento das sementes

Os ensaios de germinacdo com L. sativa foram realizados com extratos lixiviados
(diluidos na proporcao de 1:11 - extrato: agua ultrapura — v/v, respectivamente) e solubilizados
de amostras de sedimentos de rios sob influéncia de uma mineradora de ouro da cidade de
Paracatu-MG. Para as andlises estatisticas foi adotado como controle negativo, o controle
realizado com a solucéo de extracdo para obtencédo do lixiviado, a fim de eliminar a influéncia
dessa solucéo nos resultados.

Apds a exposicdo as diferentes amostras de sedimento (solubilizado e lixiviado), as
sementes germinadas de L. sativa foram quantificadas, para a obtencdo da porcentagem de
germinacédo (% G) (Figura 3).

Pelos resultados dos ensaios de germinacao, foi observado que apenas os resultados do
sedimento do ponto P3 (solubilizado) se mostraram estatisticamente significativos, com valores
abaixo do registrado para o0 CN. Esse resultado observado para o P3, quando correlacionado
com os valores das anélises quimicas de F1 (Tabela 3), que mostra os teores de As (0,56 mg/kg),
Fe (3,74 mg/kg) e Mn (18,39 mg/kg) para este ponto de coleta, indica que esses elementos
podem estar interferindo na germinagédo dessas sementes. O Fe e 0 Mn sdo micronutrientes
essenciais para o desenvolvimento das plantas, por estarem envolvidos em reagdes redox (TAIZ
et al., 2017). O As, diferentemente do Fe e Mn, j& possui efeito fitotoxico comprovado
(ALLOWAY, 1990), capaz assim de alterar a germinacgdo de sementes. Apesar do sedimento
do P6 também estar contaminado com As (0,79 mg/kg - Tabela 3), os resultados de germinacgéo
ndo foram estatisticamente diferentes dos do CN. Neste caso, é possivel justificar a ndo

fitotoxicidade para este ponto, aos valores mais elevados registrados para os elementos Fe e
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Mn, que, de acordo com (STOLLENWERK, 2003;TANI et al., 2004), reagem com 0 As, por
oxidacdo e adsorcao, inibindo assim a sua acao fitotoxica.

Figura 3. Porcentagem de germinacdo (% G) de Lactuca sativa, para as diferentes
amostras (solubilizado e lixiviado) de sedimento coletadas em sob influéncia da mineradora de

ouro de Paracatu-MG.
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CN = controle negativo (&gua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M); Csoluczo =
controle da solucéo de extracdo (solucdo de extragdo utilizada para obtencdo do lixiviado). *Valor
estatisticamente significativo (p<0,05), em relagdo ao CN (solubilizado), de acordo com Kruskal
Wallis/Dunn.

Foram realizadas também mensuracdes das raizes e dos hipocétilos de L. sativa, para
avaliacdo do crescimento das plantas. Os resultados estéo dispostos nas Figuras 4 (solubilizado
do sedimento) e 5 (lixiviado do sedimento). As fotos representativas das raizes apds exposicao

a esses tratamentos estdo apresentadas nas Figuras 6 (solubilizado) e 7 (lixiviado).
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Figura 4. Médias de crescimento de hipocétilo e raiz de Lactuca sativa para as diferentes
amostras de sedimento (solubilizado), coletados em rios sob influéncia de mineradora de ouro
da cidade de Paracatu-MG.
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CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M). *Valor
estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.

Figura 5. Médias de crescimento de hipocotilo e raiz de Lactuca sativa para as diferentes
amostras de sedimento (lixiviado), coletados em rios sob influéncia de mineradora de ouro da
cidade de Paracatu-MG.
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CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M); Csolucio =
controle da solugédo de extracdo (solucdo de extracdo utilizada para obtengédo do lixiviado). *Valor
estatisticamente significativo (p<0,05) em rela¢do ao Csolucao, de acordo com ANOVA/Dunnet.
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Figura 6. Raizes de Lactuca sativa ap0s exposi¢do as diferentes amostras de sedimento
(solubilizado).

CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M). Fonte:
Proprio autor.

Figura 7. Raizes de Lactuca sativa ap0s exposi¢do as diferentes amostras de sedimento

(lixiviado).

CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M); Csoucio =
controle da solucdo de extracdo (solugdo de extracdo utilizada para obtencdo do lixiviado). Fonte:
Proprio autor.

Os resultados para crescimento de hipocétilo mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos e o CN, tanto para o solubilizado quanto para
o lixiviado. Entretanto, para o crescimento de raiz, foi possivel observar, para ponto P4,
resultados estatisticamente diferentes do CN, nos dois extratos analisados.

Os ensaios realizados com extrato solubilizado dos sedimentos de rios sob a influéncia
de uma mineradora de ouro da regido de Paracatu-MG estdo comparados com os dados obtidos
nos ensaios de fase 1 da extracdo sequencial de metais de solo e sedimentos, proposta por
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Mortatti et al. (2013). Essa comparacgao tem como embasamento o fato da fracdo obtida na fase
1 estar relacionada com os elementos metalicos que primeiramente se solubilizam nesses
ambientes (fracdo soluvel).

Para o solubilizado, foram registradas as presencas de Fe e Mn em todos 0s pontos
analisados, mas, somente o P4 exibiu resultados estatisticamente diferentes do CN. Esta
resposta pode ser devido a uma auséncia ou baixa concentracdo de elementos fitotoxicos
(Tabela 3 — F1 — elementos abaixo do limite de quantificacdo), como o As e Al, que pode ter
permitido um maior desenvolvimento das raizes.

Nos demais pontos, as amostras ndo se mostraram fitotoxicas (pardmetro crescimento
de raiz), apesar da presenca de Al e As nos pontos P3, P6 e P7. Nesses pontos (P3, P6 e P7),
foi observada uma quantidade maior de Fe nas amostras (Tabela 3), o que pode ter levado a
uma maior adsorcdo do As pelo Fe, conforme citado por Stollenwerk (2003), inativando o
potencial fitotoxico desses elementos, mantendo, assim, o desenvolvimento radicular
equipardvel ao do CN. Para os demais pontos (P1, P2 e P5), que apresentaram, como o P4,
niveis de Al e As abaixo do limite de quantificacdo, também apresentaram teores mais baixos
de Fe do que os registrados para o P4, sendo entdo insuficiente para induzir um maior
desenvolvimento radicular.

Os resultados dos ensaios obtidos com os extratos lixiviado foram comparados com 0s
obtidos nas fases 2 e 3 da extracéo sequencial de metais de solo e sedimentos, também proposta
por Mortatti et al. (2013). Essa equivaléncia foi realizada devido ao fato dessas fases estarem
envolvidas com biodisponibilizacGes posteriores as de fase 1, portanto de mais dificil remocéo
das amostras ambientais. Reforcando ainda essa relacdo entre essas fases com o0 extrato
lixiviado esta a necessidade de tratamentos acidificantes especificos, como o uso de &cido
acetico, também usado no processo de extracdo por lixiviacdo. Pelas analises quimicas,
realizadas com os sedimentos dos rios em estudo, foram encontrados os elementos Al, As, Cd,
Pb, Cu, Sc, Fe e Mn. Por essas analises, foi possivel encontrar a mesma relacdo de fitotoxicidade
desse extrato com o extrato solubilizado, onde o P4 apresentou 0 mesmo comportamento de
auséncia de fitoxicidade (aumento do crescimento da raiz) e as mesmas relacfes entre 0s

elementos quimicos presentes nas amostras e o potencial adsorvente do Fe.

3.3. Viabilidade celular — teste de exclusao do corante Azul de Tripan
Para avaliar a citotoxicidade dos sedimentos estudados, foi utilizado o teste de exclusao

do corante Azul de Tripan em linhagem celular de hepatoma humano HepG2/C3A. Este teste
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consiste na avaliacdo da integridade da membrana, onde as células ndo viaveis aparecem com
coloracdo azulada, quando observadas ao microscopio, enquanto células viaveis permanecem
sem coloracdo. Apos a contagem das células em cadmara de Neubauer, os valores obtidos de
células viaveis foram transformados em porcentagem, como disposto na Tabela 7.

Pelos resultados obtidos, foi possivel observar que somente o extrato solubilizado do
sedimento do ponto P6 foi estatisticamente diferente o CN, porém com resultados de viabilidade
superior a 80%. Essa diferenca pode estar relacionada com a presenca de As na amostra (0,79
mg/kg — Tabela 3 — F1), que foi a maior concentracdo observada entre as amostras de
solubilizado. Para os ensaios com o lixiviado, embora os valores de As tenham sido mais
elevados que os do solubilizado (Tabela 3 — F2 e F3), esses ndo se mostraram toxicos para as
células HepG2/C3A. Esses resultados mostram que o extrato solubilizado se mostrou mais
sensivel para avaliar a citotoxicidade de sedimentos de rios contaminados com metais. Dados
descritos por Alarifi et al. (2013) mostraram que 0 As promoveu diminui¢do da viabilidade
celular em células HepG2, de acordo com o aumento da sua concentracdo e tempo de exposicao
(quanto maior o tempo, maior a citotoxicidade registrada). Desta forma, podemaos inferir que o
tempo de exposic¢do de 3 horas, utilizado neste estudo, pode néo ter sido suficiente para estimar

os reais efeitos citotoxicos dos contaminantes presentes nos sedimentos, como o As.

Tabela 7. Porcentagem de viabilidade celular da linhagem HepG2/C3A, obtida pelo teste de
exclusdo do corante Azul de Tripan, apds exposicdo das células as amostras de sedimento
(solubilizado e lixiviado), coletados em rios sob influéncia de mineradora de ouro da cidade de
Paracatu-MG.

Solubilizado Lixiviado
[1] [2] [1] [2]
CN 96,76 + 0,80 96,76 + 0,80 97,16 £ 0,45 97,16 £ 0,45
CP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Cesoluczo - - 96,90 + 0,28 96,79 £ 0,23
P1 96,23 + 0,32 97,04 + 1,66 96,55 + 0,36 95,43 £ 0,53
P2 95,52 + 3,53 98,92 + 1,53 96,47 + 0,09 97,16 £1,32
P3 96,60 + 0,30 95,06 + 5,61 96,71 £ 0,97 92,23 +0,28
P4 94,01 +£3,42 96,31 £ 0,43 96,67 + 2,90 95,31 + 3,89
P5 96,08 + 1,82 92,08 +£1,01 97,23 +,037 96,61 + 0,58
P6 84,63 + 1,53* 90,00 + 3,54 96,69 + 1,75 96,09 + 0,93
pP7 96,89 + 1,37 96,20 + 0,38 96,45 + 0,78 95,91 + 3,58

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (meio de cultura sem soro); CP
= controle positivo (Triton X-100, 1%); Csaucio = controle da solucdo de extracdo (meio de cultura sem
soro + solucéo de extracgdo utilizada para obtengéo do lixiviado). [1] = 200 pL/mL; [2] = 400 pL/mL.
*Valor estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao CN, de acordo com teste ANOVA/Dunnet.



Artigo 1 84

4. Concluséo

As analises quimicas, assim como a extracdo sequencial, se mostraram eficientes
ferramentas para avaliacdo da presenca de metais nas amostras dos sedimentos avaliados e da
biodisponibilidade de metais presentes nestes sedimentos. Os valores de RAC obtidos neste
estudo mostraram que a maior parte dos metais estudados apresenta baixo risco para 0 meio
ambiente. No entanto, o Pb e Cu apresentaram médio risco para o ribeirdo S&o Pedro e 0 As
médio risco para o ribeirdo Santa Isabel. Os sedimentos do ribeirdo Santa Isabel ainda
apresentaram medio risco com relacdo ao Fe e alto risco com relacdo ao Mn, o0 que requer
estudos mais detalhados, uma vez que esse ribeirdo é utilizado para captacdo de agua para
abastecimento publico do municipio de Paracatu-MG.

As areas de mineracdo da regido de Paracatu-MG ja possuem um solo e sedimento
enriquecidos por metais decorrentes da sua prépria composicdo natural, porém esses valores
podem ser ainda aumentados pelas atividades de extracdo de ouro desenvolvidas no local. Desta
forma, os célculos de EF e Igeo foram importantes para elucidar os impactos ambientais
causados pela mineracdo no Morro do Ouro. Desta maneira, pode-se concluir que os metais
presentes nos 3 pontos avaliados do corrego Rico, que ficam a jusante da mineracdo, sao
impactados tanto por fontes naturais quanto de origens antrdpicas, enquanto que 0s pontos
proximos a barragem de rejeitos sofrem, principalmente influéncia das atividades da
mineradora.

Os resultados dos ensaios com L. sativa indicaram potencial fitotoxico no ponto P3
(solubilizado), provavelmente devido aos teores de As, Fe e Mn presentes nessa amostra, que
podem estar interferindo na germinacdo dessas sementes. Também foi observado que tanto o
lixiviado como o solubilizado de sedimentos do P4 induziram aumento do crescimento das
raizes, que pode estar relacionado com os baixos indices de metais fitotoxicos nas amostras,
possibilitando maior desenvolvimento das raizes. J& os ensaios de viabilidade celular
mostraram que ambos 0s extratos (solubilizado e lixiviado) ndo foram téxicos as células

HepG2/C3A, quando expostos por 3 horas.
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Artigo 2. Anélise ecotoxicoldgica de agua e sedimentos de rios de uma regido de

mineracg&o de ouro rica em arsenopirita

Néadia Aline Corrogué; Kemellyn Cristina Panchera; Giovana Segati Canizela; Willian

Barbosa Simioni; Maria Tereza Pamplona-Silva; Maria Aparecida Marin-Morales.

Resumo

As atividades de mineracdo da regido de Paracatu-MG, apesar de serem favoraveis para o
cenario socioeconémico do pais, sdo preocupantes, quanto aos possiveis impactos que geram
no ambiente. Este estudo teve o objetivo de avaliar a toxicidade de amostras de &gua e de
sedimento de rios desta regido, por meio de bioensaios com Allium cepa e Lactuca sativa. As
aguas e os sedimentos foram coletadas em 3 regides distintas no entorno da area de mineracéo:
1- area a jusante da mina Morro do Ouro, onde esta localizado o municipio de Paracatu (P1, P2
e P3); 2- &rea a jusante da barragem de rejeitos da mina Morro do Ouro (P4, P5 e P6); e 3- area
em que ocorre a captacdo de dgua para abastecimento publico de Paracatu (P7 e P8). De acordo
com os resultados obtidos para A. cepa, todas as amostras de agua se mostraram citotoxicas e
genotoxicas, enquanto que as amostras de sedimento se mostraram genotdxicas. Foi observado
ainda potencial mutagénico para as amostras de agua dos pontos P2, P3 e P8 e de sedimento
dos pontos P2, P5 e P7. J& para L. sativa, ndo foram observados resultados significativos para
taxa germinacdo, porém foi observada diminuicéo no crescimento das raizes por a¢do das aguas
dos pontos P1, P6 e P8, o que enfatiza o potencial citotoxico desses pontos. Os resultados
observados neste estudo mostram riscos potenciais a sade humana, assim como a biota exposta

nestes corpos d’agua.

Palavras-chave: Allium cepa, Lactuca sativa, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,

contaminac&o por arsénio.
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1. Introducgéo
O municipio de Paracatu, situado no estado de Minas Gerais, vem sendo alvo de

atividades mineradoras desde o inicio do periodo de mineracao brasileira, que se deu no século
XVIII. Apos os anos 80, a mineragdo do ouro passou a ser legalizada na regido, dando inicio as
operacdes no Morro do Ouro, que € uma das maiores lavras a céu aberto do mundo (AGUIAR,
2018; PARACATU, 2019).

A mineracdo, apesar de ser uma atividade importante no cenario socioeconémico do
pais, também traz impactos negativos para 0 meio fisico e para a biota relacionada ao local
impactado. Essas atividades contaminam as diversas malhas ambientais, como &gua e
sedimentos dos recursos hidricos, ar e solo, bem como promovem polui¢éo sonora e subsidéncia
do terreno (FARIAS, 2002).

A extracdo de ouro no Morro do Ouro é uma atividade especialmente preocupante, pois
0 ouro da regido esté associado a sulfetos, como o mineral arsenopirita (FeAsS) que, quando
passa por processo de extracdo, libera arsénio (As) para o ambiente (NORDSTROM,;
SOUTHAM, 1997). De acordo com Aguiar (2018), o Morro do Ouro possui baixos teores de
ouro, 0 que requer maior movimentagao e disposi¢ao de materiais para extragdo, gerando maior
volume de rejeitos e efluentes, que podem levar a contaminagdo de aguas, sedimentos e solos.

Os metais pesados, de forma geral, quando em altas concentracGes podem causar Serios
riscos ao ambiente e a satde humana (BAIRD, 2002). Por esta razdo, atividades antrdpicas que
disponibilizam esses elementos para o ambiente devem ser amplamente investigadas, quanto
aos seus riscos potenciais. Para uma avaliacdo consistente dos impactos ambientais, devem ser
realizados, além de andlises quimicas convencionais, que informam os tipos e quantidades de
contaminantes presentes no local investigado, ensaios bioldgicos que estimem as possiveis
acOes dos contaminantes sobre a biota eventualmente exposta.

A avaliacdo dos efeitos adversos de contaminantes ambientais sobre a biota pode ser
realizada por organismos de diversas categorias taxondmicas (microrganismos, plantas e
animais), denominados de bioindicadores. Os bioindicadores funcionam como “biosensores”
da presenca de compostos quimicos, constituindo ferramentas eficientes para compreenséo dos
impactos ambientais (ESPINDOLA; BRIGANTE; DORNFELD, 2003). De acordo com
Palmieri et al. (2016), os biondicadores vegetais séo validados pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), por serem considerados eficientes para detec¢do da genotoxicidade ambiental.
Dentre esses bioindicadores, destacam-se as espécies Allium cepa (cebola) (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SOUZA; GUEDES; FONTANETTI, 2016; HARA; MARIN-MORALES,
2017; PAMPLONA-SILVA; GONCALVES; MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et
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al., 2018, CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019), e Lactuca sativa (alface)
(SOBRERO; RONCO, 2004; BAGUR-GONZALEZ et al., 2011; CHARLES et al., 2011,
PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).

As alteracdes bioldgicas que expressam a exposicao e/ou o efeito toxico de compostos
quimicos sdo denominadas de biomarcadores. Um biomarcador de qualidade ambiental seria
uma modificacdo bioldgica especifica, que aparece em decorréncia de exposicao e/ou de efeito
toxico causado por poluentes presentes no ambiente. Os biomarcadores podem, entdo,
solucionar boa parte das incertezas das avaliagdes de riscos ecoldgicos, fornecer indicativos do
potencial de danos a biota, destacar estressores nao estimados na area de estudo ou ainda revelar
danos causados por metabolitos de poluentes, que ndo foram detectados pelas analises quimicas.
Portanto, esta abordagem € particularmente Gtil para avaliar contaminantes desconhecidos,
misturas complexas ou residuos perigosos (GERAS'KIN; EVSEEVA; OUDALOVA, 2011).

A germinagdo de sementes € um bom biomarcador de toxicidade ambiental, pois
envolve muitos processos fisiologicos, conferindo assim grande sensibilidade para a deteccao
de efeitos causados por fatores externos e substancias toxicas. Os processos de desenvolvimento
da radicula e do hipocotilo também envolvem varios processos altamente vulneraveis a acdo de
compostos toxicos. Assim, os parametros de desenvolvimento radicular e do hipocétilo sdo
eficientes para avaliar efeitos toxicos de compostos sollveis, mesmo quando esses estdo em
concentragdes muito baixas, insuficientes para inibir a germinacdo (SOBRERO; RONCO,
2004). A mensuracdo do crescimento radicular tem sido considerada eficiente para avaliacao
de toxicidade aguda de diferentes contaminantes, além de ser um método simples, de grande
sensibilidade (KAPANEN; ITAVAARA, 2001; MISIK et al., 2014; PALMIERI et al., 2014) e
de baixo custo. Bioensaios de germinacdo e de desenvolvimento de raizes, desenvolvidos com
0 bioindicador Lactuca sativa, vem sendo indicados pela United States Environmental
Protection Agency (USEPA) (USEPA, 1996), assim como por outros 6rgédos reguladores (1SO,
2004; OECD, 2003), para avaliar toxicidade de diferentes substancias.

A espécie Allium cepa vem sendo muito utilizada como bioindicador de qualidade
ambiental, por essa espécie apresentar caracteristicas vantajosas de analise, como células
meristematicas homogéneas, cromossomos grandes e em pequena gquantidade (2n = 16), o que
facilita a coloragdo e ainda permite uma melhor anélise dos danos cromossdmicos e das
alterac@es no ciclo celular (KURAS et al., 2006; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Vérios
estudos utilizando A. cepa tém mostrado eficiéncia para avaliar o potencial citotoxico,
genotoxico e mutagénico de amostras ambientais (BIANCHI; ESPINDOLA; MARIN-
MORALES, 2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al., 2012; MAZZEO et al., 2015;
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SOMMAGGIO et al., 2018). Esse teste ainda apresenta uma alta correlagdo com 0s ensaios
desenvolvidos com mamiferos (CHAUHAN; SAXENA; GUPTA, 1999; RANK; NIELSEN,
1994; TEIXEIRA et al., 2003).

Considerando o potencial poluidor de atividades de mineracdo, especialmente as do
Morro do Ouro, e a eficiéncia de bioindicadores vegetais para avaliar impactos ambientais, este
estudo teve como objetivo investigar a toxicidade das amostras de agua e de sedimento de rios
de uma area sob influéncia de uma mineradora de ouro, localizada no municipio de Paracatu-

MG, por meio dos bioindicadores vegetais A. cepa e L. sativa.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material bioldgico

Foram utilizadas neste estudo sementes isentas de defensivos, das espécies A. cepa
(variedade Baia Periforme) e de L. sativa (variedade crespa Grand Rapids), obtidas junto a

empresa “Isla Sementes Ltda®”.

2.2. Amostras ambientais

Para a realizacdo dos ensaios de avaliagcdo dos impactos da mineragao de ouro da cidade
de Paracatu, foram coletadas, no inverno de 2016, amostras de agua e de sedimentos em
diferentes pontos: pontos P1, P2 e P3, localizados no Cérrego Rico; pontos P4, P5 e P6,
localizados na regido da barragem de rejeitos Santo Anténio, no cérrego Santo Anténio, ribeirdo
Santa Rita e ribeirdo Sdo Pedro, respectivamente; ponto P7, localizado no ribeirdo Santa Isabel,
préximo ao ponto de captacdo de dgua para abastecimento publico do municipio de Paracatu; e
0 ponto P8, agua de abastecimento publico do municipio de Paracatu, coletada no cavalete do
consumidor Os pontos de coleta seguem esquematizados na Figura 1 e descritos na Tabela 1.

A &gua e o sedimento dos rios foram coletados por meio de amostragem composta. As
amostras de agua superficial foram coletadas com o auxilio de um balde e as amostras de
sedimento, com o auxilio de um pegador de Ekman-Birge. Apés a coleta, as amostras de agua
foram fixadas com &cido acético (2%), para inibi¢do das atividades microbioldgicas, nos frascos
de analise biolégica e com &cido nitrico (2%) nos frascos de andlise quimica. Para
acondicionamento destas amostras, foram utilizados frascos e embalagens de polietileno de alta
densidade (Figura 3), que séo atoxicos e inertes, uma vez que vidros e metais ndo séo indicados
para amostras contendo metais (ANA; CETESB, 2011). Tanto as amostras de dgua quanto as

de sedimento foram mantidas refrigeradas durante o transporte até o Laborat6rio de Mutagénese
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Tabelal. Descricdo dos pontos de coleta das amostras de sedimento, distribuidos em uma area sob influéncia de uma mineradora de ouro (Paracatu-

MG).
Pontos  Aguas superficiais Localizacao Coordenadas (UTM) Tipo
Fuso X Y

P1 Corrego Rico A jusante da mineradora e a montante da confluéncia com o 23 K 298912 8096066 Arenoso
Corrego Espalha

P2 Corrego Rico A jusante da confluéncia com o Corrego Espalha e amontantedo 23 K 298976 8095370 Arenoso
perimetro urbano (Paracatu)

P3 Corrego Rico Ao final do perimetro urbano (Paracatu) 23 K 301513 8092911 Arenoso

P4 Corrego Santo Antonio A jusante da barragem de rejeitos 23 K 305055 8103539 Argiloso

P5 Ribeirdo Santa Rita Antes da confluéncia com o Coérrego Sdo Domingos 23 K 303276 8106996 Argiloso

P6 Ribeirdo Sao Pedro Apds receber contribuicdes do ribeirdo Santa Rita e do Cérrego 23 K 306214 8104425  Argiloso
Santo Antonio

P7 Ribeirdo Santa Isabel Antes da captacdo da ETA (COPASA) 23 K 292183 8090285 Argiloso

P8 - Agua de abastecimento publico - cavalete do consumidor 23K 299936 8095537 -
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Ambiental do Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias da Unesp, Rio Claro, onde

foram armazenadas a 4 °C * 2 °C até 0 momento da realizacdo das anélises.

Figura 1. Localizacdo do municipio de Paracatu-MG (latitude 17°13°20” S, longitude
46°52°29” W). Pontos de coleta das amostras de agua e sedimento: 1- (P1), 2- (P2) e 3- (P3) -
Corrego Rico; 4- (P4) - Corrego Santo Antonio; 5- (P5) - Ribeirdo Santa Rita; 6- (P6) - Ribeirdo
S40 Pedro; 7- (P7) - Ribeirdo Santa Isabel; 8- (P8) - Agua de abastecimento publico.
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Fonte: Adaptado de Google My Maps

2.3. Anélises quimicas e fisico-quimicas
2.3.1. Analises quimicas

O procedimento de digestdo total, para quantificagéo do teor total dos elementos traco,
foi realizado para as amostras de sedimento e para o material de referéncia, certificado SRM
1944, conforme o método USEPA 3051A modificado, utilizando 0,150 g de amostra seca com
a adicdo de 3 mL de HNOs e 1 mL de HCI glacial, onde a digestdo ocorreu, com aquecimento
por radiacdo micro-ondas (Berghof SpeedWave 4). O aquecimento utilizado para a digestéo foi
realizado em uma rampa de aquecimento com 2 etapas. Etapa 1 (aquecimento): pressao 50 bar,
poténcia 80%, temperatura 175 °C, por 10 min. Etapa 2 (resfriamento): pressdo 0 bar,
temperatura 50 °C, por 20 min.

Para as determinagdes dos metais aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cobre (Cu), escandio (Sc), ferro (Fe), manganés (Mn) e mercurio (Hg) nas amostras de
agua e sedimento, foi utilizado a espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES — iCAP 6000 Series ICP Spectrometer, Thermo Scientific), equipado com
um nebulizador V-groove (Glass Expansion, AUS) e camara de nebulizacao ciclonica (Glass
Expansion, AUS). O sistema ICP-OES foi operado de acordo com as seguintes condigdes:
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poténcia aplicada 1150 W; vazdo do gas do plasma 10 L min~!; vazdo do gas auxiliar 0,5 L
min~!; vazdo do gas de nebulizacdo 0,75 L min™!; vazédo de introducéo da amostra 3,0 mL min’
!, Foram empregadas as linhas espectrais: DeterminagGes de Al, As, Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb e
Sc (Al 396,1 nm; As 189,0 nm; Cd 226,5 nm; Cu 324,7 nm; Fe 259,9 nm; Hg 184,9 nm; Mn
257,6 nm; Pb 220,3 nm e Sc 361,3 nm). Todas as analises quimicas foram realizadas no Centro
de Estudos Ambientais (CEA/UNESP).

2.3.2. Analises fisico-quimicas

Foram realizadas medices das amostras de agua in situ, no momento da coleta, por
meio da sonda multipardmetro Horiba (Multi Water Quality Chequer U-50 Series). Os
parametros avaliados pela sonda foram: temperatura, pH, potencial de oxirreducdo (ORP),
condutividade, turbidez, oxigénio dissolvido (OD), sélidos totais dissolvidos (TDS) e

salinidade.

2.4. Bioensaios com sementes de Allium cepa
2.4.1. Exposicdo as amostras de agua

Sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de didmetro, forradas
com papel de filtro, contendo 5 mL das diferentes amostras de dgua coletadas (P1 a P8). As
amostras de agua para essa exposi¢do foram diluidas (dgua do ponto em agua ultrapura 1:2 -
v/v). Os tratamentos controles foram realizados em agua ultrapura, para o controle negativo
(CN), e em 10 mg/L de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), para o

controle positivo (CP).

2.4.2. Exposicdo as amostras de sedimento

Sementes de A. cepa, foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo
50 g de sedimento das diferentes amostras coletadas (P1 até P7) e agua (ultrapura) suficiente
para atingir a capacidade de retencdo de agua nos sedimentos. Este ajuste for feito incorporando
agua ao sedimento, até que este apresentasse um excedente de agua, perceptivel como um fino
filme sobre o sedimento. Os tratamentos controles foram realizados com areia e agua ultrapura,
para o CN, e em 10 mg/L de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), para
o CP. A areia utilizada nos controles foi previamente lavada em 3 banhos de &gua ultrapura,
seguida de autoclavagem e secada em estufa (60 °C).

Os dois bioensaios com amostras de agua e de sedimentos foram realizados em

triplicata, com 100 sementes em cada placa. As placas foram mantidas em incubadora BOD (22
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°C + 1 °C), com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. As radiculas, com aproximadamente 2,0
cm de comprimento, foram coletadas e, em seguida, fixadas em solucdo de Carnoy (Alcool -
Acido Acético 3:1 - v/v) por 6 a 18 h em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, o fixador
foi substituido por um novo fixador, recém-preparado. As raizes fixadas foram armazenadas
em geladeira, a 4 °C, até a sua utilizacdo na confecgdo das laminas, para 0s ensaios de alteracdes
cromossomicas e nucleares (ACN) e de microntcleo (MN).

2.4.3. Ensaio de ACN e Teste do MN em células meristematicas

O teste de ACN e MN em células meristematicas de radiculas de A. cepa foi realizado
de acordo com o protocolo de Grant (1982), com algumas modificacdes. As radiculas fixadas
foram submetidas a hidrdlise e coloracdo em reativo de Schiff, por 2 horas. Para confeccdo das
laminas, os meristemas foram colocados em laminas contendo uma gota de carmim acético
(2%), recobertos com laminulas, e suave esmagamento. As laminulas foram retiradas em
nitrogénio liquido e as laminas foram montadas com resina sintética, para posterior anélise.

Para a analise dos efeitos citotdxicos, foram avaliados os indices Mitdticos (IM) e
indices de Morte Celular (IMC). Para o endpoint de morte celular, foram consideradas as
células com nucleos deslocados para a periferia celular, células com citoplasma vacuolizado e
celulas com ndcleos irregulares (reduzido ou aumentado) (Figura 4).

O IM e o IMC foram calculados pelas equacdes:

N¢ total de células em divisao celular

Equacéo 1
Total de células observadas x 100 (Equagdo 1)

N2 total de células em processo de morte celular x
IMC = - x100 (Equagdo 2)
Total de células observadas

Para a analise da genotoxicidade, foram considerados diversos tipos de alteracGes
cromossdmicas (AC) e anormalidades nucleares (AN), de acordo com Leme e Marin-Morales
(2009), nas diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase, anafase e teldfase). Ja para o
endpoint de mutagenicidade, foram consideradas as quebras cromossdmicas e a presenca de
MN.

O indice de Genotoxicidade (IGen) e o de Mutagenicidade (IMut) foram calculados

pelas equagdes:
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[Gen = N? total de células com AC e AN 100 (Equagéo 3)
en = Total de células observadas X

N2 total de células com MN e quebras .
IMut = - x 100 (Equacgdo 4)
Total de células observadas

A anélise dos pardmetros acima citados (IM, IMC, 1Gen e IMut) foi realizada pela

contagem de cerca de 6.000 células para cada tratamento, sendo 500 células por ldamina, em um
total de 12 laminas analisadas (4 laminas por triplicata). Para as anéalises estatisticas, os dados
foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk, para normalidade e de Levene, para
homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais apropriado para cada anélise.

2.5. Bioensaios com sementes de Lactuca sativa
2.5.1. Exposi¢do com as amostras de agua

Sementes de L. sativa foram dispostas em placas de Petri de 7 cm de diametro, forradas
com papel de filtro, contendo 3 mL das diferentes amostras de agua coletadas (P1 até P8). As
amostras de agua usadas nessa exposicao foram diluidas em agua ultrapura na proporcao de 1:6
(v/v). Os tratamentos controles foram realizados em agua ultrapura, para o CN, e com sulfato
de zinco heptahidratado (0,05 M) (LOPES, 2014) para o CP.

2.5.2. Exposicdo com as amostras de sedimento
Sementes de L. sativa, foram dispostas em placas de Petri de 7 cm de didmetro, contendo
30 g de sedimento das diferentes amostras coletadas (P1 até P7) e agua (ultrapura) suficiente
para atingir a capacidade de retencdo de agua nos sedimentos. Os tratamentos controles foram
realizados com areia e agua ultrapura, para o CN, e com areia e sulfato de zinco heptahidratado
(0,05 M) (LOPES, 2014) para o CP.
Os dois bioensaios foram realizados em triplicata, contendo 20 sementes em cada placa.
As placas foram mantidas em incubadora BOD (22 °C + 1 °C), sem fotoperiodo, por um periodo
de exposicdo de 120 horas. Apos esse periodo, as sementes e raizes foram utilizadas para as

analises.

2.5.3. Ensaio de germinacéo e do desenvolvimento das sementes
Ap0s o periodo de exposicao, foram quantificadas as sementes que germinaram em cada
placa, cujos resultados foram utilizados no célculo da porcentagem de germinagdo (% G),

conforme a equagéo:
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%G Total de sementes germinadas 100 (E 0 5)
= uacao
° Total de sementes na placa X quag

Ap0s a germinacao, as raizes e os hipocdtilos foram mensurados com o auxilio de um
paquimetro digital. Os resultados destas mensurac6es foram usados para o calculo das médias
de seus comprimentos (para cada triplicata), que foram comparadas estatisticamente aos
resultados obtidos no CN.

Para as analises estatisticas, os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk, para
normalidade, e de Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado para cada analise.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Analises quimicas e fisico-quimicas

Os dados das analises quimicas, realizadas para avaliar as concentracdes de metais
presentes nas amostras de dgua e sedimentos superficiais, estdo dispostos nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Também foram realizadas medicdes das amostras de agua in situ, no momento
da coleta, por meio da sonda multiparametro Horiba (Multi Water Quality Chequer U-50
Series), cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), Resolugdo n° 357/2005, classifica
0s corpos de agua doce (aguas com salinidade igual ou inferior a 0,5%0) em diferentes categorias,
de acordo com seu uso preponderante, e dispde sobre os padrdes de qualidade de dgua para cada
classe (BRASIL, 2005). Ja a Resolugdo n° 454/2012 deste mesmo 6rgdo ambiental (CONAMA),
estabelece as diretrizes de qualidade de sedimentos utilizados no Brasil, determinando os
limites maximos de concentracdo para protecdo da biota, considerando o Nivel 1, como limiar
abaixo do qual hd menor probabilidade de efeitos adversos a biota e Nivel 2, o limiar acima do
qual ha maior probabilidade de efeitos adversos a biota (BRASIL, 2012). Esses valores de
referéncia foram utilizados para fins de comparagdo das amostras de 4gua e sedimento coletadas
neste estudo.

Neste estudo, foram analisados fatores fisico-quimicos como turbidez, temperatura,
Oxigénio Dissolvido (OD) e pH (Tabela 2). A turbidez, expressa a quantidade de solidos que
estdo em suspensdo na agua que, por sua vez, pode levar a diminuigéo da fotossintese, causar
reducdo na produtividade dos peixes, aumento do CO2 na agua, derivado de respiracéo e,

consequentemente, elevacdo do pH da dgua (ANA; CETESB, 2011). Pelos dados de turbidez,
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observados na Tabela 2, todos os pontos analisados estdo abaixo do limite estabelecido pela
CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005).

A temperatura tem grande importancia nos processos de solubilidade de elementos na
agua. O oxigénio, por exemplo, tem menor solubilidade em temperaturas elevadas (FIORUCCI;
BENEDETTI, 2005). Assim, a avaliacdo da temperatura de guas de recursos hidrico € muito
importante para estimar os indices de Oz de um dado corpo d’agua. O valor limite para OD
estabelecido pela Resolugdo CONAMA 357/05 é > 4,0 mg.L™? (BRASIL, 2005). De acordo
com essa Resolucdo, todos os pontos analisados neste estudo, para temperatura e OD, estdo de
dentro dos limites pré-estabecidos por este conselho. Essa mesma Resolugdo estabelece
também valores de referéncia para pH de corpos hidricos entre 6,0 e 9,0. O pH pode se
apresentar mais acido, em decorréncia de maior quantidade de matéria organica presente no
meio ou devido a presenca de contaminantes de fontes difusas (VON SPERLING, 1996). Para
este parametro, somente os pontos P1 e P7 se mostraram fora dos limites estabelecidos (P1=
4,01 e P7 =5,86). O pH do ponto P1 se mostrou muito abaixo do limite inferior pré-estabelecido
e 0 do P7 um pouco abaixo deste limite. Neste estudo, esses valores observados podem estar
relacionados a uma maior quantidade de matéria organica nos locais avaliados, mas também a
contaminantes derivados das préprias atividades da mineracéo.

De acordo com os resultados de analise quimica observados na Tabela 3, as aguas dos
pontos P1, P2 e P3, situados no corrego Rico, mostraram valores elevados de As e Fe, quando
comparados aos valores limites das dguas de Classe 1 e Classe 2 (BRASIL, 2005). Além disso,
os sedimentos (Tabela 4) destes mesmos pontos também mostraram teores elevados destes
mesmos elementos, além da presenca de altos teores de Cd (P1, P2 e P3), Pb (P2 e P3), Cu (P1)
e Al (P1, P2 e P3). Esses dados expressam comprometimento dessas aguas e alertam para
atencdo e maiores cuidados quanto a utilizacdo dessas aguas pela populacdo, pois como o
corrego Rico atravessa 0 municipio de Paracatu e, embora suas aguas nao sejam utilizadas para
abastecimento publico, elas sdo usadas em varias outras atividades pelos municipes.

Ja os corpos hidricos na regido da barragem, mostraram valores elevados de Fe e Al nas
aguas do ponto P4 (cérrego Santo Antdnio), Fe no ponto P5 (ribeirdo Santa Rita) e As e Fe no
ponto P6 (ribeirdo S&o Pedro), quando comparados aos valores limites estabelecidos para as
aguas de Classe 1 e 2 (BRASIL, 2005). Os sedimentos destes pontos, também mostraram
valores elevados a esses elementos, alem da presenca de Al (P4, P5 e P6), As (P4, P5 e P6), Cd
(P4, P5 e P6), Pb (P4 e P6) e Cu (P6). A presenca de Al, As, Cd, Fe e Pb nos sedimentos do
ponto P6 indicam a ocorréncia de contaminagdes provenientes dos pontos anteriores: Al (P4 e
P5), As (P4 e P5), Cd (P4 e P5), Fe (P4 e P5) e Pb (P4). Além disso, a presenca de As e Fe nas
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Tabela 2. Dados obtidos pela sonda multipardmetro Horiba (Multi Water Quality Chequer U-50 Series), apds medicdes realizadas in situ nas

amostras de &gua dos diferentes pontos de coleta de rios do entorno das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.

Pontos de Coleta

Parametros (Unidade)

Referéncia*

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 Classel Classe2 Classe3 Classe 4
Temperatura (°C) 24,08 20,33 21,43 17,35 19,47 20,03 19,54 26,99
pH 4,01 6,81 6,71 7,44 7,67 7,18 5,86 6,17 6,0-9,0 6,0-90 6,090 6,090
O.R.P. (mV) 372 183 232 274 2,78 234 262 311
Condutividade (mS/cm) 449 0,116 0,205 0,379 0,46 0,398 0,019 0,141
Turbidez (NTU) 20 3,9 0,6 19,7 1,7 4,6 12,7 2,8 <40 <100 <100 -
0.D. (mg/L) 9,36 12,49 12,71 12,23 10,39 10,18 10,1 4,91 >6 >5 >4 >2
0.D. (%) 114,7 142,1 147,6 131,5 116,4 115,2 113,3 62,4
T.D.S. (g/L) 2,88 0,079 0,133 0,246 0,299 0,259 0,012 0,092
Salinidade (ppt) 1,7 0 0 0,1 0,1 0,1 0 0

*Legislacio CONAMA N° 357/2005.
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Tabela 3. Resultados das anélises quimicas para as concentracfes de metais, realizadas com amostras de agua dos diferentes pontos de coleta em

rios do entorno das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.

Pontos de Coleta Referéncia*
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 Classe 1 e 2 Classe 3
Aluminio (Al) <LQ 49+11 53+3 299+5 58%2 <LQ 79+1 <LQ 100 (diss) 200 (diss)
Arsénio (As)  13+1 160+04 17+1 8=1 <LQ 18+ 1 <LQ <LQ 10 33
Cadmio (Cd) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 1 10
Chumbo (Pb) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 10,1+04 10 33
Cobre (Cu) 1,7+£0,1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 46,7+0,3 9 (diss) 13 (diss)
Escéndio (Sc) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ -
Ferro (Fe) 312+2 1192+9 79+12 588+5 226+1 420+1 1101+3 436+3 300 (diss) 5000 (diss)
Manganés (Mn) 16,5+0,1 53,4+05 80+0,2 30,1+0,1 10,1+0,1 650+0,4 31,4+0,1 1721 100 500
Mercurio (Hg) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,2 2

Os valores estdo expressos em pg/L (médiatdesvio padrdo). LQ = Limite de Quantificacdo (Al = 36,158; As = 5,143; Cd = 0,442; Cu = 1,710; Fe = 8,954; Hg
=2,801; Mn = 0,287; Pb = 4,508; Sc = 1,163). *Legislagdo CONAMA N° 357/2005.
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Tabela 4. Resultados da anélise quimica para os metais realizada com sedimentos superficiais dos diferentes pontos de coleta de que rios do entorno

das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.

Pontos de Coleta

Referéncia*

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Nivel 1 Nivel 2
Aluminio (Al) 16771 +£3382 5326+504  4320+201 8110+1275 4318+ 776 13899 +805 8864 + 1228 - -
Arsénio (As) 77+9 1940 £ 337 1725+ 224 150 £ 21 31+1 478,1+03 12,0+0,3 5,9 17
Cadmio (Cd) 9+1 12+1 11+£2 8+1 4,9+0,2 6,4+0,1 55+£0,1 0,6 3,5
Chumbo (Pb) 28 %2 43+ 4 50+4 35+5 16,2+ 0,4 38+l 25+1 35 91,3
Cobre (Cu) 40+ 3 34+6 29+3 28+3 29+4 47+ 1 30,29 +0,02 35,7 197
Escéandio (Sc) 8,2+0,2 61 4+1 5+1 2,7+0,1 6,1+0,3 44+04 - -
Ferro (Fe) 21871 +4866 23114 +4123 28595+ 2472 19699 +5736 8401 +1923 15985+ 895 14883 + 639 - -
Manganés (Mn) 201 +41 184 + 39 173 £43 177 £18 213 +7 493 + 13 322+20 - -
Mercurio (Hg) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,17 0,486

Os valores estdo expressos em mg/kg (médiatdesvio padrdo). LQ = Limite de Quantificacdo (Al = 28,926; As = 4,115; Cd = 0,354; Cu = 1,368; Fe = 7,163; Hg

=2,241; Mn = 0,230; Pb = 3,606; Sc = 0,930). *Legislacio CONAMA N° 454/2012 (sedimentos de agua doce).
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aguas do P6, indicam que as contaminagdes provenientes dos pontos anteriores (P4 e P5) estdo
sendo carregadas pelos corpos hidricos, 0 que pode causar danos também aos organismos
expostos, no decorrer deste trajeto.

As aguas dos pontos P7 (ribeirdo Santa Isabel), onde ocorre a captacdo da ETA, e no P8
(&dgua de abastecimento publico — coletada no cavalete do consumidor), mostraram em comum
os teores elevados de Fe. Adicionalmente, a amostra de agua do ponto P8 apresentou, além do
Fe, a presenca de Pb, Cu e Mn. Os sedimentos analisados do ponto P7 também mostraram, além
da presenca de Fe, valores elevados de Al e Cd. A presenca de Al e Cd nos sedimentos do ponto
P7 confirma um fator de risco a populacéo, por esse ribeirdo ser utilizado para captacdo de dgua
da ETA do municipio de Paracatu. Dessa forma, esse recurso hidrico precisa ser melhor
monitorado, para que se mantenha dentro do nivel de seguranca e ndo ofereca risco a populacao.
Além disso, a presenca de valores acima dos permitidos para as Classes 1 e 2 de Fe, Pb, Cu e

Mn na agua de abastecimento também é um fator preocupante para a populacao.

3.2. Ensaio de ACN e Teste do MN em células meristematicas de Allium cepa

Os bioensaios com A. cepa, realizados com as amostras de agua, foram processados com
as amostras diluidas (dgua do ponto — agua ultrapura 1:2 - v/v), devido a baixa taxa de
germinacao e crescimento nas amostras brutas. Para analise dos efeitos citotoxicos das amostras
de 4gua e sedimentos, foram avaliados os endpoints de citoxicidade (Indice Mitético - IM e
indice de Morte Celular - IMC), cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.

De acordo com os valores de IM (Figura 2), as amostras de agua se mostraram mais
citotoxicas que as de sedimento. Pelos resultados obtidos nesta anélise, podemos observar uma
diminuicdo significativa do IM, induzido pelas dguas coletadas nos pontos P1, P2, P5 e P6, e
pelos sedimentos dos P6 e P7.

O As pode reduzir as taxas respiratorias das células durante os processos metabélicos
de geracédo de energia devido a substituicdo do fosfato pelo arsenato, processo este que pode
levar a uma reducdo no crescimento radicular (SHARPLES et al., 2000; KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001). Além disso, 0 arsenito, que é a forma mais toxica do As, reage com 0 grupo
sulfidrila (-SH) de enzimas e proteinas, levando a inibicao das fungdes celulares e a morte da
célula (DELNOMDEDIEU et al., 1994; BARBOSA, 2013).

O Al também possui efeitos deletérios para as plantas, ja comprovados ha muito tempo
(MCLEAN; GILBERT, 1927; LEVAN, 1945; CLARKSON, 1965; LIU; JIANG, 1991).
Alguns estudos comprovaram a inibig&o do ciclo mitdtico de células meristematicas de raizes,
em decorréncia da acdo de Al (CLARKSON, 1965; MORIMURA; TAKAHASHI,
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MATSUMOTO, 1978), fato este que pode levar a uma diminuigdo do crescimento radicular.
Degenhardt et al. (1998) afirmam que a inibi¢do do crescimento da raiz é o primeiro sintoma
visualizado no vegetal, devido a toxicidade do Al. Essa toxicidade pode causar deficiéncia de
absorcéo mineral e estresse hidrico celular.

Dados semelhantes de inibicdo do crescimento radicular e de germinacdo das
sementes também foram descritos para os metais Cd, Pb, Ni, Al, Cu e Zn, por Dovgaliuk,
Kaliniak e Blium (2001) e Geremias et al. (2012). De acordo com esses dados de literatura,
pode-se inferir que a mistura de metais detectada nas amostras do presente estudo, onde alguns
deles sdo reconhecidamente fitotoxicos (Al, As), podem estar induzindo a diminui¢do do IM

das células meristematicas.

Figura 2. indice Mitético (IM), observado em células meristematicas de Allium cepa, apos
exposicdo das sementes as diferentes amostras de agua e sedimento, coletadas na regido de
influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 10 mg/L); P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo (p<0,05)
em relagdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.

Os dados de IMC (Figura 3) mostraram valores estatisticamente significativos para
todas as amostras de agua dos pontos analisados. Assim, a inducéo de morte celular, somado a
diminuigéo do IM j& descrito anteriormente, caracterizam essas amostras como de alto potencial
citotoxico. Os principais indicios de morte celular, observados nos ensaios com A. cepa, foram
citoplasma vacuolizado, nucleo deslocado para a periferia da célula e células com nucleos

reduzidos (Figura 4). Esses efeitos observados podem ser caracterizados como necrose, uma



Artigo 2 107

vez que esse tipo de morte tem maior ocorréncia como um fendmeno multicelular e ndo de
células Unicas e ocorre em resposta a qualquer injaria grave desencadeada por agentes fisicos,
quimicos ou bioldgicos (ZAKERI; LOCKSHIN, 2002). A presenca de citoplasma vacuolizado
¢ um indicativo de necrose, visto que durante esse processo de morte celular as enzimas
lisossomais digerem as organelas citoplasmaticas, dando ao citoplasma esse aspecto tipico de
vacuolizagdo. Além disso, podem ocorrer também alteracbes nucleares como retraces
nucleares, devido a heterocromatinizacdo do material genético (ZAKERI; LOCKSHIN, 2002),

fendmeno este observado neste estudo, pela presenca de nucleos reduzidos e heteropicnoticos.

Figura 3. indice de Morte Celular (IMC) observado em células meristematicas de Allium cepa,
apos exposicdo das sementes as diferentes amostras de dgua e sedimento, coletadas na regido

de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 10 mg/L); P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo (p<0,05)
em relagdo ao CN, de acordo com Kruskal Wallis/Dunn.

Conforme pode ser visto nas figuras 2 e 3, apesar de todas as amostras de sedimento nao
apresentarem citotoxicidade pelo IMC, os pontos P6 e P7 apresentaram citotoxicidade pelo IM
(diminuicdo significativa de divisdo). Contudo, é importante salientar que os elementos
guimicos detectados nos sedimentos, mesmo ndo tendo efeitos imediatos nos bioindicadores,
podem servir como fontes continuas de contaminacdo da coluna d’agua, devido a sua
remobilizacdo, tornando-se biodisponiveis nesses ambientes (HOLLERT et al., 2003,
SCHWARTZ et al., 2006). Além disso, o0 sedimento e as amostras de dgua de P7, assim como

as amostras de dgua do ponto P8, mostraram potencial citotoxico, que configura um cenério de
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risco a populagdo de Paracatu, visto que essas sdo as aguas utilizadas para abastecimento

publico do municipio.

Figura 4. Progressdo dos efeitos citotoxicos observados em células meristematicas de Allium
cepa (Morte celular), apds exposicdo das sementes em amostras de 4gua e sedimentos de rios

do entorno das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.
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A- Célula normal; B- Célula com citoplasma vacuolizado e nucleo se deslocando para a periferia da
célula; C- Célula com citoplasma vacuolizado, nucleo periférico; D- Célula com citoplasma
vacuolizado, nucleo periférico e heterocromatinizado; E- Célula com citoplasma vacuolizado, ndcleo
periférico e heterocromatinizado e alteracdo na membrana celular, indicando processo avancado de
morte celular. Aumento: 1000 x. Fonte: Préprio autor.

Para analise da genotoxicidade, foi calculado o 1Gen, que agrupa todas as AC e AN

observadas no estudo. Os valores de 1Gen estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Indice de genotoxicidade (IGen), observado em células meristematicas de Allium
cepa, apbs exposicdo as diferentes amostras de &gua e sedimento coletados na regido de

influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 10 mg/L); P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo (p<0,05)
em relagdo ao CN, de acordo com Kruskal Wallis/Dunn.
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Os dados de IGen (Figura 5) mostram que todas as amostras analisadas foram
estatisticamente significativas, quando comparadas ao CN. Esse resultado demonstra que tanto
a agua gquanto o sedimento dos pontos analisados sdo capazes de induzir danos ao material
genético dos organismos. As AC e AN observadas com maior frequéncia estdo apresentadas
em fotos na Figura 6 e esquematizadas nas Figuras 7, para as amostras de agua e Figura 8, para
as amostras de sedimento.

Em ambos os ensaios (agua e sedimentos), foi possivel observar a predominancia de
alteracbes como brotos nucleares, células binucleadas, aderéncias cromossémicas e pontes
cromossomicas.

As ACs e ANs observadas em A. cepa podem indicar acdo dos contaminantes estudados
(VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002). A acdo aneugénica é caracterizada pela inativacdo de
algum constituinte celular, como o fuso mitotico, enquanto que a agéo clastogénica é dada pela
capacidade do agente interagir diretamente com a molécula de DNA, podendo, neste Gltimo
caso induzir quebras cromossdmicas (FENECH, 2000). As alteragdes observadas com maior
frequéncia neste estudo (brotos nucleares, células binucleadas, aderéncias cromossémicas e
pontes cromossdmicas) indicam gque os elementos presentes nas amostras de agua e sedimento
possuem acdo aneugénica. Os brotos nucleares sdo indicativos de material genético excedente,
que sao expulsos das células. Esse processo também pode estar associado com a formacao de
MN, conforme descrito por Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2007).

No processo de divisdo celular de vegetais, para ocorrer a divisdo do citoplasma,
vesiculas oriundas do complexo de Golgi se unem na por¢do mediana da célula e formam uma
nova estrutura de membrana (fragmoplasto), que serve de ancoragem para a formacao da nova
parede celular. Chakraborty e colaboradores (2009) observaram que cinzas de carvao, derivadas
de atividades de termelétricas, inibiram a formacdo de membrana celular de células
meristematicas de A. cepa, formando células binucleadas. Os autores associaram 0
aparecimento dessas alteragdes a presenca dos metais Zn, Pb, Cu, Ni, Cd e As nas cinzas
analisadas.

A presenca de aderéncias cromossdmicas estd associada a eventos que alteram a matriz
proteica do material cromatinico e ndo & molécula de DNA. Essa alteracdo pode impedir a
migracdo dos cromossomos para 0s polos das células que, por ser um processo irreversivel,
frequentemente leva a morte celular (FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1995; FERNANDES, 2005;
VENTURA-CAMARGO; DE ANGELIS; MARIN-MORALES, 2016). Alguns autores ainda
afirmam que as aderéncias podem resultar em alteragdes secundarias como, o aparecimento das
pontes anafasicas (MARCANO et al., 2004), quebras cromossémicas (MARCANO et al., 1999
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Figura 6. Efeitos genotoxicos observados em células meristematicas de Allium cepa, apds exposicdo das sementes em amostras de &gua e
sedimentos de rios do entorno das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.

an M L.
A- Interfase; B- Préfase; C- Metafase; D- Anafase; E- Teldfase; F- Interfase com broto; G- Interfase com MN; H- Célula binucleada; |- Célula binucleada e com

MN; J- Profase com MN; K- Metéfase com aderéncia cromossémica; L- C-metéfase; M- Metafase poliploide; N- Anafase com quebra cromossdmica; O-
Tel6fase com ponte cromossémica. Aumento: 1000 x. Fonte: Proprio autor.
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MARCANO et al., 2004; LEME; DE ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; MAZZEO;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011) e a perdas de cromossomos inteiros, envolvidas
com as aneuploidias e poliploidias (FISKEJO, 1985; MATSUMOTO, 2004; FERNANDES,
2005). Levan (1945) observou a inducdo de aderéncias cromossémicas em raizes de A. cepa
expostas aos metais Al, Cr, Fe, Co, Cu, As, Au e Hg, que progrediram para a formacéo de
pontes cromossémicas na anafase. De acordo com Giacomelli (1999), as pontes derivadas de
aderéncias cromossémicas, podem ocorrer, concomitantemente, em VArios cromossomos e
serem persistentes até a telofase. As pontes podem ser ainda resultantes de rearranjos estruturais

e, quando isso ocorre, podem levar a formacao de fragmentos cromossomicos.

Figura 7. Aberracdes cromossomicas (AC) e anormalidades nucleares (AN) observadas em
células meristematicas de Allium cepa, apos exposicao as diferentes amostras de agua coletadas

na regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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100% = — — —
80%
60%
40%
20%
0%

CN CP P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
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P (1 a 8) = pontos de coleta.
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Figura 8. Aberracdes cromossomicas (AC) e anormalidades nucleares (AN) observadas em

células meristematicas de Allium cepa, apds exposicao as diferentes amostras de sedimento

coletadas na regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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Os indices de mutagenicidade, calculados pelo IMut, estdo apresentados na Figura 9.

Figura 9. Indice de Mutagenicidade (IMut) observado em células meristematicas de Allium

cepa, apds exposicdo das sementes as diferentes amostras de adgua e sedimento coletadas na

regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.

IMut (%)
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Mutagenicidade

*
* * * *
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 10 mg/L); P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo (p<0,05)
em relagdo ao CN, de acordo com Kruskal Wallis/Dunn.
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Os dados de IMut mostraram valores estatisticamente significativos para as amostras de
agua e de sedimento do ponto P2, de 4gua de P3, P4 e P8, e de sedimento dos pontos P5 e P7.
Nos ensaios realizados com amostras de agua e sedimento, foram observadas altas frequéncias
de brotos nucleares (Figura 7 e 8) e de MN. Por esses resultados, € possivel inferir que a
frequéncia de MN observada pode estar relacionada a alta frequéncia de brotos encontrados
para estas amostras, como sugerido por Fernandes et al. (2007).

Os dados obtidos no presente estudo alertam para o potencial de risco destas amostras,
principalmente as dos P2 e P3, que atravessam o0 municipio de Paracatu, e do ponto P8, que

corresponde a 4gua de abastecimento publico da cidade.

Tabela 5. Efeitos toxicos gerais observados em células meristematicas de Allium cepa, apds
exposicdo as diferentes amostras de agua e sedimento coletados na regido de influéncia da mina

Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.

Agua Sedimento
Citotoxico Genotoxico Mutagénico | Citotdxico Genotoxico Mutagénico
P1 X X X
P2 X X X X X
P3 X X X X
P4 X X X X
P5 X X X X
P6 X X X X
P7 X X X X X
P8 X X X - - -

Os resultados de P8 (sedimento) ndo estdo apresentados, pois este ponto ndo apresenta amostras de
sedimento, por ser ponto de coleta de 4gua do cavalete do consumidor.

A Tabela 5 mostra, de forma resumida, os efeitos tdxicos gerais das amostras de agua e
sedimento avaliadas neste estudo. Todas as amostras de d&gua foram potencialmente citotoxicas
e genotoxicas para o0 organismo A. cepa, enquanto gque as aguas dos pontos P2 e P3, localizados
nos limites do municipio (antes e ap6s o perimetro urbano), assim como o ponto P8 que € a
agua de abastecimento publico, mostraram também potencialidade mutagénica. Todas as
amostras de sedimento se mostraram genotdxicas, somente as amostras P6 e P7 se mostraram
citotoxicas (IM) e as de P2, P5 e P7 potencialmente mutagénicas. Esses dados mostram que

esses pontos analisados oferecem riscos a biota local, assim como a saide humana.



Artigo 2 114

3.3. Ensaio de germinacéo de sementes - Lactuca sativa

Os testes de germinacdo com L. sativa, realizados com as amostras de agua dos pontos
P1 a P7 tiveram que ser processados com amostras diluidas (dgua do ponto + agua ultrapura,
na proporc¢ao de 1:6 - v/v, respectivamente), que foi a proporcao em que se obteve germinacéao
das sementes para todas as amostras analisadas.

Para avaliagdo da toxicidade das amostras de gua e de sedimento, foram utilizados o0s
parametros de %G e de crescimento de hipocotilo e raiz com L. sativa. Os resultados obtidos
para esses parametros estao representados na Figura 10 e Figura 11, respectivamente. As fotos
representativas das raizes ap0s exposi¢cdo as amostras de &gua e de sedimento estdo
apresentadas nas Figuras 12 e 13.

Figura 10. Porcentagem de germinacéo (%G) observada em Lactuca sativa, ap0s exposicao as
diferentes amostras de dgua e sedimento coletadas na regido de influéncia da mina Morro do

Ouro, municipio de Paracatu-MG.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (sulfato de zinco 0,05 M); P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo
(p<0,05) em relacdo ao CN, de acordo com Kruskal Wallis/Dunn (dgua) e ANOVA/Dunnet (sedimento).
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Figura 11. Crescimento de hipocotilo e raiz de Lactuca sativa, para as diferentes amostras de
agua e sedimento coletadas na regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de
Paracatu-MG.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (4gua ultrapura); CP = controle
positivo (sulfato de zinco 0,05 M); H = hipocétilo; R = raiz; P (1 a 8) = pontos de coleta; *Valor
estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.

Figura 12. Raizes de Lactuca sativa, apds exposicao as diferentes amostras de agua coletadas
na regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.

CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M); P (1-8) —
pontos de coleta. Fonte: Proprio autor.
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Figura 13. Raizes de Lactuca sativa, ap6s exposicdo as diferentes amostras de sedimento
coletadas na regido de influéncia da mina Morro do Ouro, municipio de Paracatu-MG.

CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle positivo (sulfato de zinco 0,05 M); P (1-7) —
pontos de coleta. Fonte: Proprio autor.

De acordo com os resultados observados para %G (Figura 10), nenhuma das amostras
avaliadas foi capaz de induzir alteracdo na taxa de germinagédo das sementes de L. sativa. Porém,
esses resultados foram obtidos para as amostras de agua diluidas. Nos ensaios realizados como
pré-teste, para as amostras de agua, as diluicGes de 1:1 até 1:3 inibiram totalmente a germinacéo
das sementes de L. sativa, para todos os pontos avaliados; a diluigdo de 1:4, apenas as sementes
expostas as amostras dos pontos P3 e P5 germinaram; e na diluicdo 1:5, as aguas dos pontos P2
e P8 ndo germinaram. Apenas na diluicdo de 1:6 todos os pontos germinaram.

Na avaliacdo de crescimento de hipocotilo e da raiz (Figura 11), foi possivel observar
resultados estatisticamente significativos, em relacdo aos resultados do CN, para as amostras
de agua dos pontos P1, P6 e P8 (hipocotilo e raiz) e pontos P1, P2, P3 e P5 (hipoc6tilo) para as
amostras de sedimento. Nao houve crescimento de raiz de forma significativa para as amostras
de sedimento. Para as amostras de agua, 0s crescimentos das raizes e hipoco6tilos se mostraram
menores que o CN, evidenciando um potencial toxico para as aguas desses pontos de coleta.
Esses resultados corroboram com os resultados de IM obtidos para A. cepa, uma vez que 0S
pontos P1 e P6 também tiveram diminuicgdo significativa no IM das células meristematicas,
enquanto o ponto P8, apesar de ndo ter uma diminuicao significativa, teve valores de IM abaixo
dos valores registrados para o CN. Para as amostras de sedimento, houve diminuicdo
significativa no IM para A. cepa (P6 e P7), mas nédo para L. sativa, embora os seus valores de

crescimento de raiz tenham sido menores que os observados no CN.
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Em contrapartida, os resultados significativos observados para os sedimentos, foram
superiores aos observados no CN, mostrando que os elementos presentes nessas amostras, estéo

aumentando a taxa de crescimento dos hipocotilos de L. sativa.

4. Concluséo

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o organismo-teste Allium cepa
mostraram que as amostras de agua e de sedimento coletadas nos rios do entorno da mina Morro
do Ouro apresentam riscos a saude humana e a biota. As amostras de agua avaliadas
apresentaram citotoxicidade e genotoxicidade e as amostras de sedimento apresentaram apenas
genotoxicidade. Para as amostras de &gua, foi possivel observar potencial mutagénico para os
pontos P2, P3 (cdérrego Rico) e para o P8 (4gua de abastecimento publico do municipio),
resultados estes que servem de alerta sobre o provavel risco de consumo da agua fornecida a
populacédo de Paracatu. As amostras de sedimentos do P6 e P7 apresentaram citotoxicidade,
pelos testes de IM e as do P2, P5 e P7, potencial mutagénico. Os resultados de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, observados para as aguas e sedimentos do ponto P7 (ribeirdo
Santa Isabel), sdo preocupantes, por este rio estar envolvido com a captacdo da agua de
abastecimento publico e ter contaminantes capazes de promover efeito danoso aos organismos.

A presenga de contaminantes em sedimentos de rios pode agravar ainda mais a
qualidade da 4gua deste rio, pois estes podem ser redisponibilizados para a coluna d’agua,
constituindo uma fonte constante de poluicdo aquéatica. Outro fator que pode agravar a
qualidade da &4gua de abastecimento (P8) é o tipo de tratamento utilizado pela prépria ETA.

Os resultados obtidos com Lactuca sativa, para taxa de germinagdo, mostraram que nem
as amostras de sedimento, nem as de agua (diluidas) foram toxicas. No entanto, foi observado
uma diminuicdo do crescimento da raiz, nos ensaios realizados com amostras de aguas dos
pontos P1, P6 e P8, corroborando os dados obtidos para IM em Allium cepa, que também se
mostraram reduzidos para estes mesmos pontos.

A especie A. cepa se mostrou mais eficiente que L. sativa para avaliacdo da qualidade
da agua e dos sedimentos de rios, atuando como um bom organismo-teste para biomonitorar
areas contaminadas por mineragdo. No entanto, L. sativa se mostrou mais sensivel que A. cepa,

visto que as amostras de agua tiveram que ser mais diluidas para obtencéo dos resultados.
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Artigo 3. Toxicidade de agua e sedimento de uma &rea sob influéncia de mineracéo de
ouro (Paracatu-MG), por meio de ensaios in vitro

Néadia Aline Corrogué; Maria Tereza Pamplona-Silva; Leticia Rocha Gongalves; Willian

Barbosa Simioni; Maria Aparecida Marin-Morales.

Resumo

As atividades de extracdo de mineérios no Brasil acontecem desde o século XVII até os
dias atuais. Essas atividades, embora sejam economicamente rentaveis para o pais, geram
grandes impactos ao meio ambiente e aos organismos presentes nessas areas. Diante deste
cenario, esse estudo tem o objetivo de avaliar a toxicidade das dguas e dos sedimentos de uma
area sob influéncia de mineracéo de ouro (Paracatu-MG) por meio de bioensaios com cultura
celular humana HepG2/C3A. As amostras de agua e sedimento foram coletadas em 3 regifes
distintas no entorno da &rea de mineracgdo: 1) area a jusante da mina Morro do Ouro, onde esta
localizado o municipio de Paracatu (P1, P2 e P3); 2) area a jusante da barragem de rejeitos da
mina Morro do Ouro (P4, P5 e P6) e 3), area em que ocorre a captacdo de agua para
abastecimento publico (P7); e agua de abastecimento publico de Paracatu (P8). As amostras de
sedimento foram processadas para producdo de um extrato solubilizado, que foi utilizado nos
experimentos com cultura celular. Para o ensaio do cometa, ndo foram observados danos
genotoxicos para a maioria das amostras, enquanto que para o ensaio do MN com bloqueio de
citocinese, esses danos puderam ser observados pela presenca de brotos nucleares, mostrando
genotoxicidade para todas as amostras avaliadas. Esses danos podem estar relacionados a
processos iniciais de apoptose e ndo somente as quebras do DNA. Esses resultados, juntamente
com os resultados obtidos para indice de morte celular e indice de proliferacdo celular,
mostraram que todas as amostras de sedimento avaliadas possuem um elevado potencial
citotoxico. Foi ainda observado potencial mutagénico para as amostras de sedimento dos pontos
P2 e P3. De acordo com os resultados observados, as 3 regides avaliadas neste estudo oferecem

riscos a vida aquatica e a saide humana.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,
HepG2/C3A.
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1. Introducgéo

O Brasil possui importantes depoésitos de minerais metalicos, ndo-metélicos e
energéticos em seu subsolo (BARRETO, 2001). Dentre os minerais metalicos, a mineracao de
ouro € uma das atividades do setor que mais se destaca em importancia econémica, pois, de
acordo com o IBRAM (2019), esse metal é o segundo mineral mais exportado pelo Brasil. O
estado de Minas Gerais tem grande destaque na mineracdo de ouro, devido as importantes
reservas naturais que possui deste metal. O municipio de Paracatu, localizado na regido noroeste
desse estado, possui a maior mina de ouro em operacéo do Brasil (mina Morro do Ouro), sendo
esta também uma das maiores lavras de ouro a céu aberto do mundo (PARACATU, 2019). A
mina, que esta localizada ha alguns metros de distancia do perimetro urbano da cidade de
Paracatu, é considerada uma lavra de baixo teor de ouro (0,4 g/t). Para a otimizacdo da extracdo
do metal, é necessario, entdo, uma alta demanda de movimentacao e disposicdo de materiais
usados no processo de extracao, o que e também gera grandes volumes de rejeitos e efluentes,
que podem contaminar os solos e os corpos d’dgua circundantes (AGUIAR, 2018),
principalmente devido a presenca de metais pesados (LAYBAUER; BIDONE, 1998; BIDONE
et al., 2001), como o Arsénio (As), que se encontra naturalmente no solo do local, uma vez que
0 ouro da regido esta associado a sulfetos, no mineral arsenopirita (FeAsS) (NORDSTROM,;
SOUTHAM, 1997).

Os metais se dispersam no ambiente aquatico, formando solucGes, coloides e
suspensdes. Quando 0s metais se depositam nos sedimentos dos rios, eles podem se remobilizar
para a coluna d’agua e vice-versa, fazendo com que as concentragdes desses metais facilmente
variem entre a agua e os sedimentos. A porcentagem de contaminantes sollveis em agua é
muito baixa, sendo a maior parte deles depositados e, consequentemente, armazenados nos
sedimentos (SALOMONS; STIGLIANI, 1995; FILGUEIRAS; LAVILLA; BENDICHO,
2004). Fatores como temperatura, pluviosidade, teor de matéria organica, pH e potencial redox,
podem influenciar no processo de remobilizacdo dos metais nos sedimentos (FILGUEIRAS,;
LAVILLA; BENDICHO, 2004).

Os ensaios com cultura celular de mamiferos tem sido uma eficiente ferramenta para
monitorar ambientes impactados, devido a facilidade de padronizacdo das condig¢des do ensaio,
pela possibilidade de realizar tratamentos das células em varias fases do ciclo celular e pela
organizacdo do material genético assemelhar-se as células in vivo (RABELLO-GAY, 1991).
Segundo Rogero et al. (2003), esses ensaios sdo vantajosos por serem reprodutiveis, rapidos,

sensiveis e financeiramente acessiveis.
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O ensaio do cometa permite a investigacdo de danos no DNA (quebras em fita simples,
quebras na dupla fita e sitios alcali labeis) em células individuais (SINGH et al., 1988). Além
disso, esse ensaio tem sido considerado um teste rapido, sensivel e econdmico
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; PAVLICA et al., 2001; ANDRADE; FREITAS;
SILVA, 2004; MATSUMOTO et al., 2006). Essa técnica também é vantajosa por ndo requerer
grandes quantidades de células e por ser aplicavel em qualquer fase do ciclo celular (PAVLICA
etal., 2001).

O ensaio do micronucleo (MN) com bloqueio de citocinese vem sendo muito utilizado
para avaliar a potencialidade de compostos quimicos ou de amostras ambientais induzirem a
formagdo de MNs em culturas celulares, sejam em culturas de células humanas e/ou de outros
mamiferos. Essa técnica permite a contabilizacdo e classificacdo das células que passaram por
um ciclo de divisdo celular, ap6s a exposi¢cdo ao tratamento a ser avaliado. Além da presenca
de MN, o método também permite a contagem de outras alteracdes celulares, como de pontes
nucleoplasmasticas e brotos nucleares (FENECH, 2006), que auxiliam para uma melhor
avaliacdo do material investigado.

De acordo com Van Goethem, Lison e Kirsch-Volders (1997), a combinacdo dos
ensaios do cometa com o ensaio do MN, é recomendada para estabelecer uma melhor correlagdo
entre o composto quimico estudado e seu possivel efeito no DNA das células.

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotéxico e mutagénico de amostras
de agua e de sedimento coletadas em uma area sob influéncia de uma mineradora de ouro
(Morro do Ouro - Paracatu-MG), por meio de ensaios in vitro utilizando a linhagem celular
HepG2/C3A.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material bioldgico

Foram obtidas, junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), células de
hepatoma humano HepG2/C3A (BCRJ: 0291), um clone derivado das células HepG2 (BCRJ:
0103) HB 8065, que vem sendo mantidas em cultura no Laboratério de Mutagénese Ambiental
do Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro, para utilizacdo em bioensaios de toxicidade

ambiental.

2.2. Amostras ambientais
Para a realizac&o dos bioensaios, foram coletadas, no inverno de 2016, amostras de agua

e sedimentos de rios em diferentes pontos de uma area que recebe influéncia de uma mineradora



Artigo 3 127

de ouro, localizada no municipio de Paracatu-MG. As amostras dos pontos P1, P2 e P3 foram
coletadas no corrego Rico, a jusante da mineradora; os pontos P4, P5 e P6 foram coletados na
regido em que se encontra a barragem de rejeitos Santo Antdnio, no corrego Santo Antonio
(P4), no ribeirdo Santa Rita (P5) e no ribeirdo Sao Pedro (P6); e o ponto P7 no ribeirdo Santa
Isabel, que é o rio utilizado para a de captacdo de dgua para abastecimento publico do municipio
de Paracatu. No ponto P8 foi coletada apenas amostra de &gua, pois trata-se de um ponto de
coleta da 4gua de abastecimento do municipio (coletado no cavalete do consumidor). Os pontos
seguem esquematizados na Figura 1 e descritos na Tabela 1.

A agua e o sedimento dos rios foram coletados por meio de amostragem composta. As
amostras de agua superficial foram coletadas com o auxilio de um balde e as amostras de
sedimento, com o auxilio de um pegador de Ekman-Birge. Apds a coleta, as amostras de agua
foram fixadas com acido acético (2%), para inibicao das atividades microbioldgicas, nos frascos
de andlise bioldgica e com &cido nitrico (2%) nos frascos de andlise quimica. Para
acondicionamento destas amostras, foram utilizados frascos e embalagens de polietileno de alta
densidade (Figura 3), que sdo atoxicos e inertes, uma vez que vidros e metais nao sao indicados
para amostras contendo metais (ANA; CETESB, 2011). Tanto as amostras de agua quanto as
de sedimento foram mantidas refrigeradas durante todo o seu transporte para o Laboratério de
Mutagénese Ambiental/Unesp-Rio Claro, onde foram armazenadas a 4 °C + 2 °C, até serem

utilizadas nas analises quimicas e nos bioensaios.

Figura 1. Localizacdo do municipio de Paracatu-MG (latitude 17°13°20” S, longitude
46°52°29” W). Pontos de coleta das amostras de agua e sedimento: 1- (P1), 2- (P2) e 3- (P3) -
Corrego Rico; 4- (P4) - Coérrego Santo Antdnio; 5- (P5) - Ribeirdo Santa Rita; 6- (P6) - Ribeirdo
S40 Pedro; 7- (P7) - Ribeirdo Santa Isabel; 8- (P8) - Agua de abastecimento publico.

RS~ RS o)

/ Paracatu

:» J

Fonte: Adaptado de Google My Maps
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Tabelal. Descrigdo dos pontos de coleta das amostras de sedimento, distribuidos em uma area sob influéncia de uma mineradora de ouro.
Pontos  Cérrego Localizacdo Coordenadas (UTM) Tipo
Fuso X Y
P1 Corrego Rico A jusante da mineradora e a montante da confluéncia com o 23 K 298912 8096066 Arenoso
Corrego Espalha
P2 Corrego Rico A jusante da confluéncia com o Corrego Espalhae amontantedo 23 K 298976 8095370  Arenoso
perimetro urbano (Paracatu)
P3 Corrego Rico Ao final do perimetro urbano (Paracatu) 23 K 301513 8092911 Arenoso
P4 Corrego Santo Antonio A jusante da barragem de rejeitos 23 K 305055 8103539 Argiloso
P5 Ribeirdo Santa Rita Antes da confluéncia com o Coérrego Sdo Domingos 23 K 303276 8106996 Argiloso
P6 Ribeirdo Sao Pedro Apds receber contribuicdes do ribeirdo Santa Rita e do Cérrego 23 K 306214 8104425  Argiloso
Santo Antonio
P7 Ribeirdo Santa Isabel Antes da captacdo da ETA (COPASA) 23 K 292183 8090285 Argiloso
P8 - Agua de abastecimento publico - cavalete do consumidor 23K 299936 8095537 -
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2.3. Preparo do extrato solubilizado

O extrato solubilizado de cada amostra de sedimento foi obtido por meio dos procedimentos
indicados na norma NBR 10006 da ABNT (ABNT, 2004). Foram dissolvidos 62,5 g da amostra
(peso seco) em 250 mL de agua ultrapura, seguido de agitacdo em baixa velocidade, por 5
minutos. Na sequéncia, os béqueres contendo as amostras foram recobertos com filme PVC e
colocados em repouso, por 7 dias, em incubadora BOD (22 °C =1 °C), para decantagéo.
Decorrido os 7 dias, a fase liquida de cada uma das amostras foi coletada e filtrada em
membrana de 0,45 pum. Os extratos obtidos foram entdo armazenados em geladeira (4 °C), até

Seu uso nos bioensaios.

2.4. Bioensaios com células HepG2/C3A

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A) foram descongeladas e cultivadas,
para a realizacdo dos experimentos. As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 3 g de glicose, 1,2 g de bicarbonato de sddio e 1 mL de
antibidtico (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL).

Os frascos contendo as células foram mantidos, a 37 °C, em estufa de COz, por pelo
periodo de, pelo menos, 2 repiques, para fins de estabilizacdo celular. Os repiques para
confeccdo dos frascos foram realizados lavando-se os frascos duas vezes com PBS,
tripsinisados com Tripisina-EDTA (0,5%), por 5 minutos, a 37 °C e posterior inativagdo com
1,5 mL de meio DMEM suplementado. Em seguida, as células foram passadas em seringa
estéril de 1 mL para a dissociacdo das céelulas. Apds as células terem atingido a confluéncia nos
frascos repicados, foram realizados novos repiques, transferindo as células dos frascos para
novos frascos (pré-frascos), onde cada um recebeu a quantidade de células necesséaria para a
realizacdo do experimento. Para o ensaio do cometa, foram utilizadas, aproximadamente, 5x10°
células por pré-frasco e para o ensaio do MN, 1x10° células por pré-frasco. Estas células foram
mantidas a 37 °C em estufa de CO., por 24h, para estabilizacdo das condigdes do ensaio. Esse
periodo corresponde a 1 ciclo de diviséo celular, que € também o tempo necessario para que as

células possam se aderir ao frasco. Em seguida, as células foram expostas aos tratamentos.

2.4.1. Exposicao aos tratamentos

Apos o periodo de estabilizagio de 24h, o meio dos frascos foi descartado e substituido
por um novo meio de cultura suplementado, contendo os tratamentos. Foram realizadas duas
exposicdes, uma com as amostras de agua e outra com as amostras de sedimento (solubilizado),

ambas na concentracdo de 200 uL/mL. As amostras foram previamente filtradas em membrana
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estéril de 0,22 um. Para ambos os ensaios, foram realizados testes controle negativo (CN), com
meio DMEM suplementado e PBS (200 pL/mL) e controle positivo (CP), com meio DMEM
suplementado e MMS (4x1072M). Os ensaios foram realizados em triplicata e, ap6s o periodo
de exposicdo de 3 horas, foram submetidos ao ensaio do cometa e ao ensaio do MN com

blogueio de citocinese.

2.4.2. Ensaio do Cometa

Para realizacdo do ensaio do cometa, a suspensdo celular, obtida ap6s o tempo de
exposicdo aos tratamentos, foi coletada e transferida para tubos Falcon®, para centrifugacao
por 5 minutos a 1500 rpm. Em seguida, foi retirado o sobrenadante e a suspensdo foi
homogeneizada. Apds a homogeneizacao, a suspensdo celular foi transferida, com o auxilio de
uma seringa de 1mL, para outros tubos, para a obtencao de células isoladas. Com esse material,
foi realizado um ensaio de viabilidade celular (azul de tripan), onde foram consideradas, para a
continuidade do teste, viabilidade celular superior a 80%.

Para o ensaio do cometa, as laminas foram montadas com 20 pL da suspenséo celular e
120 uL de agarose de baixo ponto de fus&o, a 37 °C. Posteriormente, as laminas foram colocadas
em solugdo de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solugéo de lise estoque
- NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris10 mM, pH 10, aproximadamente 8 g de NaOH sélido
para 1 L), pH 10, e mantidas no escuro, a 6 °C (em refrigerador), por 1 hora. Em seguida, as
laminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese, contendo solucdo tampdo (NaOH 300
mM + EDTA 1 mM, com pH>13), por 20 minutos, para a deselicoidizacdo do DNA. A
eletroforese foi realizada por 20 minutos a 39 V e 300 mA (~ 0,8 VV/cm). Apoés a eletroforese,
as laminas foram neutralizadas, por 15 minutos, em tamp&o de neutralizagdo (pH 7,2). Em
seguida, as laminas foram dispostas para secagem e posterior fixacdo com etanol absoluto, por
10 minutos. As laminas foram coradas com 50 pL de solu¢ao de GelRed® (15 pL de GelRed
10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de &gua destilada), no momento da realizacéo
das analises microscopicas.

Foram analisados 50 nucledides por lamina (WIKLUND; AGURELL, 2003; LOVEL;
OMORI, 2008; REISINGER et al., 2018), totalizando 300 nucledides por tratamento em
microscopio de epifluorescéncia (Leica, modelo 4000B). Os nucledides foram avaliados por
meio do software Comet Assay IV, sendo considerado o parametro de momento da cauda de
Olive, de acordo com a OECD - 489 (OECD, 2014a).

Para as analises estatisticas, foram consideradas as medias dos valores de momento da

cauda de Olive de cada lamina, em comparacdo as médias do CN. Os resultados obtidos nas
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andlises foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk, para normalidade e de Levene, para
homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais apropriado para a anélise.

2.4.3. Ensaio do MN com bloqueio de citocinese

Ap0s o periodo de exposicdo, o meio de cultura foi substituido por outro meio novo,
contendo 3 pg/mL de citocalasina B. Para a obtengdo de células binucleadas, esses frascos
foram incubados, por 30 horas, a 37 °C, em estufa de CO,. Decorrido este tempo, as células
foram coletadas, tratadas com solucéo hipotonica fria de KCI (5,6 g/L) e centrifugadas (1500
rpm por 5 minutos). Apo6s descarte do sobrenadante, foram adicionados ao pellet a solucéo
fixadora de Carnoy (metanol-acido acético 3:1, v/v) e 2 gotas de formaldeido. Os tubos foram
mantidos em geladeira (-6 °C), até 0 momento da confeccao das laminas.

Para confeccdo das laminas, elas foram previamente lavadas com Extran,
abundantemente enxaguadas e mantidas em agua ultrapura a 4°C. A suspensao celular obtida
dos tratamentos foi gotejada sobre as laminas contendo um filme de 4gua e, em seguida, foram
dispostas para secagem em temperatura ambiente. As ldminas foram coradas com reagente de
Schiff, por 2 horas, seguida de coloracdo com Giemsa 5%, por 5 minutos.

Foram analisadas, em microscopia de luz (aumento de 1000x), 1.000 ceélulas
binucleadas por Iamina, sendo 2 ldminas por frasco, totalizando 6.000 células por tratamento.
Foram contabilizadas a presenca de pontes nucleoplasmaéticas, brotos e MNs (FENECH, 2007).
Também foi quantificado o Indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (CBPI), de
acordo com a OECD (OECD, 2014b). Para o calculo do CBPI, foram analisadas 500 células
por lamina e, em seguida, utilizada a equacao:

N1+ (2xN2) + (3xN3) + (4xN4 .
CBPI = ( )+ ( _ )+ ( ) (Equagéo 1)
Total de células

Onde: N1 é o numero de células com 1 nlcleo; N2 é o nimero de células com 2 nlcleos; N3 é

0 nimero de células com 3 nulcleos e N4 é o nimero de células com 4 nucleos ou mais.

Para avaliacio de morte celular, foi realizado o célculo de indice de morte celular, como
segue:

Ne total de células em processo de morte celular (Equagéo 2)

indice de Morte Celular =
ndice de Morte Leuiar N? total de células observadas
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Para as andlises estatisticas, os resultados foram submetidos aos Testes de Shapiro-Wilk,
para normalidade e de Levene, para homogeneidade. Em seguida, foi selecionado o teste mais

apropriado para a analise.

3. Resultados e Discussao
3.1. Analises quimicas das amostras de agua e sedimentos (solubilizados)

Os resultados das anélises das quantificagdes de metais presentes nas aguas e sedimento
dos rios do entorno das atividades de mineracdo do Morro do Ouro (Paracatu-MG) estdo

apresentados nas tabelas 2 e 3.

3.2. Ensaio do cometa

Para analise da genotoxicidade das amostras de dgua e sedimento (solubilizado), foi
realizado o ensaio do cometa com células HepG2/C3A. Antes do desenvolvimento deste ensaio,
foi realizado o teste prévio de viabilidade celular com azul de tripan, cujos resultados mostraram
que todas as amostras tiveram viabilidade celular superior a 80%, condicdo esta indicada para
0 prosseguimento do ensaio.

Os resultados obtidos para o ensaio do cometa, referente ao pardmetro momento da
cauda de Olive, estdo apresentados na Figura 2.

Pelos resultados de momento da cauda de Olive (Figura 2), todos os pontos de coleta de
agua e a maioria dos solubilizados dos sedimentos coletados (exceto o ponto P6) nao
apresentaram efeito genotoxico. O resultado estatisticamente significativo para genotoxicidade
do ponto 6 pode estar relacionado a presenca de As (0,79 mg/kg) e a alta presenca de Mn
(104,82 mg/kg) na fracdo soluvel deste sedimento, conforme pode ser visto na Tabela 3.

A toxicidade do arsénio depende de sua forma quimica, do seu estado de oxidacdo, da
natureza quimica dos substituintes no composto e das taxas de absorcdo e eliminacdo celular.
O arsenito (As (111)) e arsenato (As (V)) sdo as espécies mais tdxicas do As, sendo o trivalente
cerca de 60 vezes mais toxico que o penta valente (CHATTERJEE et al., 1995). A capacidade
de adsorcéo do As depende da solubilidade dos meios onde ele se encontra (SOUZA, 2011). O
oxido de manganés, em suas diversas formas (birnessita, criptomelano, pirolusita e manganita),
promove a oxidacdo do As, tornando a molécula mais facilmente removida e,
subsequentemente, adsorvida pela birnessita (As-Mn) (TANI et al., 2004). Experimentos
realizados pelos mesmos autores (TANI et al., 2004) com linhagem do hyphomycete (KR21-
2), capazes de oxidar enzimaticamente Mn (1) em 6xido de manganés, mostraram que 0 Mn

promove oxidacédo e adsorcdo de As (I11). Os autores observaram que, apos 24 horas da adicao
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Tabela 2. Resultados da andlise quimica dos metais presentes nas dguas de rios sob a influéncia de atividade de mineracdo de ouro da regido de

Paracatu-MG, nos seus diferentes pontos de coleta.

Pontos de Coleta

Referéncia*

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 Classele2 Classe 3
Aluminio (Al) <LQ 49,0+11,0 530+30 299,0+50 58020 <LQ 79,0+1,0 <LQ 100 (diss) 200 (diss)
Arsénio (As) 130+10 160+04 170+10 80+10 <LQ 18,0+ 1,0 <LQ <LQ 10 33
Cadmio (Cd) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 1 10
Chumbo (Pb) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 10,1+0/4 10 33
Cobre (Cu) 1,7+0,1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 46,7+03 9 (diss) 13 (diss)
Escéndio (Sc) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ -
Ferro (Fe)  312,0+2,0 1192,0+9,0 79,0+12,0 588,0+5,0 226,0+1,0 420,0+1,0 1101,0+3,0 436,0+3,0 300 (diss) 5000 (diss)
Manganés (Mn) 165+0,1 534+05 80+02 301+01 101+01 650+04 31,4+01 1720%10 100 500
Mercurio (Hg) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,2 2

Os valores estdo expressos em pg/L (médiatdesvio padrdo). LQ = Limite de Quantificacdo (Al = 36,158; As = 5,143; Cd = 0,442; Cu = 1,710; Fe = 8,954; Hg
=2,801; Mn = 0,287; Pb = 4,508; Sc = 1,163). *Legislagdo CONAMA N° 357/2005.

Tabela 3. Quantificagdo estimada por extracdo sequencial dos metais presentes nos sedimentos (solubilizados) de rios sob a influéncia de atividade
de mineracgdo de ouro da regido de Paracatu-MG, nos seus diferentes pontos de coleta.

Fase de extracdo  Pontos de coleta Aluminio  Arsénio  Cadmio  Chumbo Cobre  Escéndio Ferro Mercdrio Manganés
P1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 3,66 <LQ 11,45
P2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 2,15 <LQ 14,26
F1 P3 <LQ 0,56 <LQ <LQ <LQ <LQ 3,74 <LQ 18,39
. , P4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 7,32 <LQ 15,05
(solavel e trocavel) P5 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 2,67 <LQ 51,74
P6 <LQ 0,79 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,05 <LQ 104,82
P7 24,40 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 68,41 <LQ 93,90

Os valores estdo expressos em mg/kg. LQ = Limite de Quantificacdo. F1 = Fase 1 (Fracdo solGvel e trocavel).
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Figura 2. Momento da cauda de Olive em células HepG2/C3A, ap6s exposicao da linhagem
celular HepG2 as diferentes amostras de agua e sedimento (solubilizado) coletadas em rios da

regido da mina Morro do Ouro (Paracatu-MG).

Ensaio do Cometa
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (agua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 4x102 M). P1-8 = pontos de coleta*Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.

da As (I11) a uma solucdo de Mn, o As adsorvido foi encontrado, principalmente, sob a forma
de As (V), diminuindo a presenca de As (I1l) da amostra. Os autores concluiram que essa
diminuicdo da fase aquosa de As (Ill) resultou de sua conversdo em As (V), que foi entdo
adsorvido, ao invés de haver a adsorcao direta de As (I11). Esta interacdo entre esses compostos
(Mn e As) pode ser a responsavel pela baixa genotoxicidade registrada para os sedimentos,
embora ndo tenha sido suficiente para inativar a acdo genotdxica da amostra do sedimento do
P6. Estudos realizados por Petres, Baron e Hagedorn (1977) citam que o As pode desencadear
efeitos crénicos nos organismos, pela inducdo de anomalias cromossémicas ndo letais, que
podem se expressar muitos anos apds ao evento de exposicdo, estudo este que serve de alerta
para o potencial genotoxico registrado no presente estudo, para o sedimento do P6.

Esta acdo genotoxica do As pode também ser devido a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que induzem estresse genotoxico, como atrasos no ciclo celular, danos no
DNA e apoptose (ROY et al., 2018).

Os resultados do teste do cometa, para células expostas as amostras das dguas coletadas
nos mesmos pontos dos sedimentos, ndo se mostraram genotoxicas para nenhum ponto
amostrado (Figura 2). A auséncia de genotoxicidade dessas dguas pode estar relacionada aos

teores mais elevados de As (Tabela 2), que os dos sedimentos (Tabela 3). que podem ter
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induzido maior citotoxicidade para essas amostras. Essa sugestdo pode ser justificada pelos
resultados de experimentos realizados com as mesmas amostras, por Corroqué (2019 - Artigo
2 deste documento, dados ndo publicados) com o organismo teste A. cepa, onde foi encontrado
indicios de morte celular por necrose em células meristematicas, apds exposicdo das sementes

nas mesmas amostras.

3.3. Ensaio do MN com bloqueio de citocinese

O indice de proliferacdo por blogueio de citocinese (CBPI) apresentou resultados
estatisticamente significativos para todos os pontos de coleta de sedimento, como apresentado
na Figura 3. Esses resultados mostraram a inducdo de proliferacdo celular pelas amostras
testadas, que pode ser devido a presenca do As, mesmo que em quantidades menores que 0
limite de quantificacdo do metal, ou de efeitos sinérgicos das substancias presentes nas
amostras. Os resultados aqui apresentados séo discordantes das citacdes de Fashola, Ngole-
Jeme e Babalola (2016), que afirmam que a contaminacdo por alguns metais derivados de
atividades de mineracdo de ouro causam inibicdo do ciclo celular. Contudo, corroboram as
afirmacdes de Simeonova et al. (2000), de que o As atua nas vias de sinalizacdo que regulam a
proliferacéo celular, e ndo na inducdo de danos diretos ao DNA. Esses autores ainda inferem
que a inducdo de proliferacdo celular pode ser desencadeada até mesmo por baixas

concentracdes do metal.

Figura 3. Resultados de CBPI em células HepG2/C3A, ap6s exposicao as diferentes amostras

dos sedimentos (solubilizado) analisados.
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positivo (MMS 4x102M); P1 a 7 = pontos de coleta; *Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.

CBPI
o S

o

o



Artigo 3 136

Os resultados das alteragdes observadas no ensaio do MN, realizado com as células
HepG2/C3A expostas as amostras de sedimento (solubilizado), estdo dispostos nas Figuras 4 e
5. Esses resultados indicaram potencial de genotoxicidade para todas as amostras de sedimentos
analisados, por apresentarem indices significativos de inducéo de broto nuclear. Esse efeito
registrado pode ser atribuido a presenca de metais, mesmo em quantidades ndo detectaveis pela
analise quimica, como ja citado por Simeonova et al. (2000), nos seus ensaios de proliferacdo
celular. Este resultado, apesar de contraditério com o resultado do teste do cometa, pode ser
explicado pela possibilidade dos danos no DNA estarem ligados a estagios iniciais de apoptose,
e ndo por quebras do DNA (DIAS et al., 2014; PAMPLONA-SILVA, 2017). Salienta-se ainda
que, por se tratar de endpoints diferentes, pode haver diferenca de sensibilidade entre eles, o
que possibilita, qguando testados conjuntamente, uma melhor avaliacdo do potencial genotoxico

de amostras ambientais.
Figura 4. AlteracGes observadas no ensaio do MN com bloqueio de citocinese em células
HepG2/C3A, apos exposicdo as diferentes amostras dos sedimentos (solubilizado) analisados.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (dgua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 4x102M); P1 a 7 = pontos de coleta. *Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao CN, de acordo com ANOVA/Dunnet.
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Figura 5. Efeitos observados em células HepG2/C3A, apds exposicdo em amostras de dgua e
sedimentos de rios do entorno das atividades de uma mineradora de ouro de Paracatu-MG.

S v
.,

A- Célula binucleada; B e C Célula binucleada com broto; D- Célula binucleada com ponte
nucleoplasmaética; E- Célula binucleada com MN; F- Célula binucleada com nucleo reduzido. Aumento:
1000 x. Fonte: Préprio autor.

.

Os resultados para o parametro de mutagenicidade, obtidos por meio da contagem de
MNs em células binucleadas, estdo dispostos nas Figuras 4 e 5. Essa avaliagdo mostrou valores
estatisticamente significativos para os pontos P2 e P3. Em P2, o efeito mutagénico foi
observado, apesar da amostra ndo apresentar presenca detectavel de As na fracao soltvel. Ja na
amostra P3, o As foi detectado, mas em baixas concentracdes (0,59 pg/L). A acdo mutagénica
das amostras pode estar ligada a interacdo de seus poluentes, pois sabe-se que 0 As, mesmo que
em baixissimas concentracdes, pode interagir com outros compostos mudando sua natureza,
aumentando ou reduzido sua precipitacdo, adsorcdo (MASUE; LOEPPERD; TIM, 2007) e,
consequentemente, a sua toxicidade. Estes resultados corroboram os dados de Wang et al.
(2011), que comprovaram que a interacdo do As com Oxidos metélicos, como o Oxido de
aluminio, pode aumentar a toxicidade do As.

Biggs et al. (1997) avaliaram, na mesma regido em que o presente estudo foi
desenvolvido, a relacdo entre a presenca de As na urina de pessoas expostas ao metal com a
presenca de MN nas suas células de bexiga. Os autores também encontram resultados que
sugerem morte celular, quando o As foi encontrado em alta concentracdo na urina. De acordo
com Santos e Dani (2016), que também estudaram a mesma regido de Paracatu-MG, as

concentragOes de As observadas em urina de pessoas expostas cronicamente a esse metal € um
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bom pardmetro para medir o risco a saide humana da exposi¢do & ambientes contaminados com
As.

Figura 6. indice de morte celular observado no ensaio do MN com bloqueio de citocinese em
células HepG2/C3A, ap0ds exposicdo as diferentes amostras dos sedimentos (solubilizado)
analisados.
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CN = controle negativo (4gua ultrapura); CP = controle
positivo (MMS 4x102 M). *Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao CN, de acordo
com ANOVA/Dunnet.

Frequéncia de morte celular

Os resultados para o indice de morte celular (IMC) estdo apresentados nas Figuras 5 e
6. Os IMC de todas as amostras avaliadas foram estatisticamente significativos, em relacdo ao
teste controle, o que corrobora os resultados ja apresentados para os outros biomarcadores
testados. Os resultados deste estudo sugerem que o As, quando em misturas complexas, pode
desencadear tanto morte celular por necrose como por apoptose, sugestdo também apresentada
por Cordero et al. (2018), em que os autores afirmaram que a apoptose e a necrose podem

ocorrer simultaneamente, dependendo da intensidade e duragdo da exposic¢éo ao As.

4. Concluséao

Para o ensaio do cometa, ndo foram evidenciados danos genotdxicos em nenhuma das
amostras de &gua coletadas, enquanto as amostras de sedimento mostraram resultados
significativos para a amostra do ponto P6. Essa auséncia de danos genotoxicos pode estar
associada ao indice de morte celular, que por sua vez, pode ser promovida pela presenca de

agentes citotdxicos aos quais as células foram expostas.
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J& para 0 ensaio do MN com bloqueio de citocinese, os danos genotdxicos foram
evidenciados pela presenca de brotos nucleares em todas amostras de sedimento (solubilizado).
Essas alteracGes podem estar relacionadas a processos iniciais de apoptose e ndo somente a
quebra do DNA. Resultado esse evidenciado no indice de morte celular, que mostrou que todas
as amostras de sedimento analisadas foram também citotoxicas. Além disso, também foi
observado aumento no indice de proliferacdo celular em todas as amostras de sedimento,
reforcando os efeitos citotoxicos dessas amostras.

Os resultados mostraram mutagenicidade somente para as amostras dos pontos P2 e P3,
indicando uma possivel relacdo da mutagenicidade com a interacdo entre 0s compostos
presentes na amostra, ja que o As pode interagir com outros elementos, alterando fatores como
precipitacdo, adsorcao ou até mesmo a sua toxicidade.

Esses resultados mostram que mesmo presentes em concentragdes muito baixas, esses
elementos podem causar sérios danos a satide humana, assim como aos organismos endémicos
de locais contaminados com esse metal.

Esse estudo reforca a necessidade de uma maior avaliacdo na regido de Paracatu, que
garanta a manutencdo da qualidade ambiental de dguas e sedimentos de recursos hidricos da

regido, e assegure a protecdo da sua vida aquética e da saide ambiental.
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6 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

> As analises de extracdo sequencial juntamente com as analises quimicas, foram
de grande importancia para avaliacdo dos metais presentes nas amostras de sedimento
coletadas, bem como para a compreensdo do quanto esses componentes estdo biodisponiveis
nas amostras;

> As andlises do fator de enriquecimento (EF) mostraram que as areas a jusante da
mineradora ja possuem solos e sedimentos enriquecidos com os metais As, Cd, Pb e Fe, em
decorréncia da sua propria composicdo quimica natural. No entanto, a influéncia das atividades
antrdpicas, como a mineragdo, pode estar levando a um aumento nos teores desses metais,
principalmente do As. Os pontos proximos a barragem de rejeitos mostraram enriquecimento
por As, Pb e Fe, indicando que essa regido estd sendo enriquecida, principalmente, pelas
atividades de mineragé&o;

> O indice de geoacumulacdo (lgeo) indicou que ndo ha niveis de poluicdo
associados aos elementos Al, Cd, Pb, Cu, Fe e Mn, em nenhum dos pontos coletados, mostrando
gue a ocorréncia desses elementos se da por fontes naturais e ndo de origem antropica. O As
apresenta niveis de polui¢do nos sedimentos, tanto na regido de influéncia da mineragéo, quanto
na regido da barragem, corroborando com os dados obtidos com o EF;

> Os valores obtidos pelo cédigo de avaliagdo de risco (RAC) mostraram que a
maioria dos metais avaliados nas amostras de sedimento apresentam baixo risco para 0 meio
ambiente. Contudo, os elementos Pb e Cu apresentaram meédio risco no ribeirdo Séo Pedro (P6),
0 As médio risco no ribeirdo Santa Rita (P5) e no ribeirdo Santa Isabel (P7), o Fe apresentou
médio risco no cérrego Rico (P1), no ribeirdo Sdo Pedro (P6) e no ribeirdo Santa Isabel (P7) e
0 Mn apresentou alto risco para a maioria dos pontos. Esses resultados indicam que esses
elementos estdo biodisponiveis nestes pontos, podendo afetar a biota desses corpos d’agua,
assim como a saude humana. Esses resultados sdo ainda mais preocupantes devido ao fato de o
ribeirdo Santa Isabel (P7), que apresentou risco para o As, Fe e Mn, ser utilizado para captacéo
da 4gua de abastecimento publico do municipio de Paracatu-MG, evidenciando a necessidade
de estudos mais detalhados desse recurso hidrico;

> Os ensaios realizados com Allium cepa mostraram que as amostras de agua
analisadas apresentaram citotoxicidade e genotoxicidade, e as amostras de sedimento
apresentaram genotoxicidade. Foi observado ainda potencial mutagénico nos pontos P2, P5 e
P7 nos sedimentos e em P2, P3 e P8 nas amostras de agua. Esses resultados mostraram que

tanto as &guas quanto os sedimentos dos corpos d’agua avaliados oferecem riscos aos
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organismos expostos, assim como a salde da populagdo desta regido. Os resultados obtidos dos
pontos P7 e P8 sdo ainda mais preocupantes, pois as aguas destes pontos podem estar
interferindo na salde da populacdo de Paracatu, uma vez que esses pontos se referem as aguas
de captacdo para abastecimento publico e a propria agua de abastecimento publico,
respectivamente;

> Os ensaios realizados com Lactuca sativa mostraram que as amostras de
sedimento nao interferiram na taxa de germinacéo, no entanto, as amostras de agua tiveram que
ser diluidas na proporc¢éo 1:6 (ponto: 4gua ultrapura) para obtencdo de germinacao em todas as
amostras e continuidade do ensaio. Entre os extratos do sedimento (solubilizado e lixiviado) foi
possivel observar diminuicdo na taxa de germinagdo induzida pelas amostras do ponto P3
(solubilizado). Apesar do extrato lixiviado ndo ter apresentado diferenca significativa, as
amostras analisadas tiveram que ser diluidas na proporcdo 1:11 (extrato: agua ultrapura) para
continuidade dos ensaios. Ja para a avaliacdo de desenvolvimento das sementes, as amostras de
agua mostraram diminuicdo no crescimento de hipocétilo e da raiz nos pontos P1, P6 e P8,
corroborando com os dados de IM obtidos com Allium cepa, cujos valores também se
mostraram reduzidos para esses pontos. As amostras de sedimento mostraram diminuicédo do
crescimento de hipocétilo nos pontos P1, P2, P3 e P5, mas ndo afetaram o crescimento das
raizes. Para os extratos do sedimento (solubilizado e lixiviado), foi observado um aumento no
crescimento de raiz induzido pelas dguas do ponto P4, para os dois extratos, mas ndo houve
alteracdo no crescimento do hipocétilo. A diminuicdo nas taxas de crescimento pode estar
relacionada com a presenca de elementos fitotoxicos, como Al e As, enquanto o aumento das
taxas de crescimento pode ser decorrente da auséncia ou baixa concentracdo desses mesmos
elementos fitotdxicos;

> A espécie Allium cepa se mostrou mais eficiente que Lactuca sativa para
avaliacdo da qualidade da agua e dos sedimentos de rios, atuando como um bom boindicador
para biomonitoramento de areas contaminadas por mineracdo. No entanto, L. sativa se mostrou
mais sensivel que A. cepa, necessitando de maiores diluicGes das amostras de agua, para
obtencgéo de sementes germinadas;

> Os ensaios de viabilidade celular com cultura de células humanas (HepG2/C3A),
realizados com extratos do sedimento (solubilizado e lixiviado), mostraram que somente 0
ponto P6 (solubilizado) diminuiu significativamente a taxa de viabilidade celular, ainda assim,
apresentando valores superiores a 80%. Embora o extrato lixiviado tenha apresentado valores
de metais mais elevados do que o solubilizado, essa correspondéncia nao foi verificada no

ensaio de viabilidade celular, indicando maior sensibilidade para o extrato solubilizado na
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avaliacdo de citotoxicidade desses sedimentos. Também foi possivel concluir que o tempo de
exposicao de 3 horas pode néo ter sido suficiente para avaliar os reais efeitos dos metais nestas
amostras, como 0s do As;

> O ensaio do cometa, realizado com células HepG2/C3A, néo evidenciou efeitos
genotdxicos induzidos pelas amostras de agua analisadas. Ja as amostras de sedimento
(solubilizado) promoveram danos genotdxicos para o ponto P6. Essa auséncia de danos
genotoxicos pode ser decorrente de uma atividade citotdxica dessas amostras, observada pelos
indices de morte celular no ensaio do MN, realizado com esse mesmo bioindicador, bem como
nos bioensaios com Allium cepa. Os danos genotoxicos observados no ponto P6 podem ser
decorrentes de interagdes As-Mn, que diminuem a toxicidade do As, e consequentemente,
altera, nessas amostras, de potencial de citotdxico para genotoxico;

> O ensaio do MN com bloqueio de citocinese mostrou que todas as amostras de
sedimento (solubilizado) foram genotdxicas. Esses danos podem estar relacionados tanto a
quebra do DNA quanto aos processos iniciais de apoptose. Neste ensaio também foi
evidenciado um alto potencial citotdxico para essas amostras, pois todas apresentaram elevados
indices para morte celular e de proliferacao celular. As amostras de solubilizado dos pontos P2
e P3 também se mostraram mutagénicas;

> Diante de todos esses resultados, pode-se concluir que essa regido possui
naturalmente uma grande quantidade de metais, devido a composicao das rochas do local. No
entanto, as atividades antropicas estdo favorecendo o aumento da biodisponibilizacdo desses
elementos no ambiente. Além disso, pelos ensaios ecotoxicoldgicos realizados neste estudo,
pode-se concluir que as aguas e sedimentos dos rios estudados podem causar danos aos
ecossistemas locais e a salde humana. Esses resultados evidenciam também, a necessidade de

mais estudos de biomonitoramento em areas impactadas por atividades de mineracao.
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