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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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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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