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RESUMO

SILVA, Grazielle Christine de Mattos da. Avalia¢do genotoxica em anfibios oriundos
de um segmento de rio impactado por atividades de mineragdo de ferro em Minas
Gerais (MG). 2024. 69 f. Dissertagdo (Mestrado Profissional em Engenharia Ambiental)
- Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2024.

Areas com atividades mineradoras estdo sujeitas & contaminagio em ambientes
aquaticos e terrestres, além do risco de desastres, como o rompimento da barragem em
Brumadinho (MG) em 2019. Por isso o monitoramento constante dessas areas ¢
fundamental. O presente estudo teve o objetivo de avaliar o potencial genotoxico em
células sanguineas de anuros as margens do Rio Paraopeba, apos esse desastre. Foram
avaliados 349 anfibios de 8 espécies diferentes (Leptodactylus luctator, Leptodactylus
fuscus, Rhinella diptycha, Rhinella gr. crucifer, Boana crepitans, Boana faber, Boana
lundii e Scinax cf. fuscovarius). Foi coletado o material sanguineo para preparo de
laminas em triplicata, sendo avaliadas 2000 cé¢lulas/lamina (1000x em microscopio
optico). Os metais (Al, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni e Zn) foram avaliados nas amostras
de sedimento superficial por espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS) e
atomizagao eletrotérmica (ETAAS). As andlises estatisticas foram realizadas no software
R por funcdo GLM , com a familia quasi-binomial para seguintes variaveis: frequéncia
de anomalias, distdncia da confluéncia, massa, CRC, espécie, sexo, estagio de
desenvolvimento e metais e semimetais. As espécies L. luctator, R. diptycha e B. faber
demonstraram ampla distribuigdo ao longo do rio. A maior média de frequéncia de
anomalias nucleares foi no primeiro ponto de coleta apds a area impactada (9,47%o). As
concentragcdes médias (ppm) de Fe [281,64-618,19], Al [138,28 -459,51] e Mn [71,23-
227,08] no sedimento foram altas ao longo de todo o rio. As maiores concentracdes
médias para Al, Ar, Co, Cr, Cu, Ni ¢ Zn foram pontos amostrados a jusante do
rompimento barragem. O sexo ndo foi significativo em nenhum modelo estatistico. O
CRC (p £0,01) e amassa (p < 0,1) foram significativos. O Cr foi o tnico metal que foi
significativo (p < 0,05) e diretamente proporcional a frequéncia de anomalias nucleares.
Conclui-se que, embora haja evidéncias de contaminagdo por metais € semimetais no rio,
trata-se de uma 4rea multi-impactada e, ainda sdo necessarios estudos adicionais para
comprovar a relagdo dessa contaminagdao com o desastre ocorrido.

Palavras-chave: Genotoxicidade; Anuros; Metais; Minera¢ao; Ecotoxicidade.



ABSTRACT

SILVA, Grazielle Christine de Mattos da. Genotoxic evaluation in amphibians from a
river segment impacted by iron mining activities in Minas Gerais (MG). 2024. 69 f.
Dissertation (Professional MSc in Environmental Engineering) — Faculty of
Engineering, Rio de Janeiro State University, Rio de Janeiro, 2024.

Areas with mining activities are subject to contamination in aquatic and terrestrial
environments, in addition to the risk of disasters, such as the collapse of the dam in
Brumadinho (MG) in 2019, which is why constant monitoring of these areas is essential.
The present study aimed to evaluate the genotoxic potential in anuran blood cells on the
banks of the Paraopeba River, after this disaster. 349 amphibians from 8 different species
were evaluated (Leptodactylus Iuctator, Leptodactylus fuscus, Rhinella diptycha,
Rhinella gr. crucifer, Boana crepitans, Boana faber, Boana lundii and Scinax cf.
fuscovarius). Blood material was collected and 3 slides/individual were prepared (fixed
in Methanol P.A. and stained in Giemsa 5%), with 2000 cells/slide being evaluated
(1000x under an optical microscope). Metals (Al, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni and Zn)
were evaluated in surface sediment samples by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) and electrothermal atomization (ETAAS). Statistical analyzes were performed
in the R software using the GLM function, with the quasi-binomial family for the
following variables: frequency of anomalies, distance from confluence, mass, CRC,
species, sex, stage of development and metals and semimetals. The species L. luctator, R.
diptycha and B. faber demonstrated a wide distribution along the river. The highest
average frequency of nuclear anomalies was at the first collection point after the impacted
area (9.47%o). The average concentrations (ppm) of Fe [281.64-618.19], Al [138.28 -
459.51] and Mn [71.23-227.08] in the sediment were high throughout the river. The
highest average concentrations for Al, Ar, Co, Cr, Cu, Ni and Zn were sampled points
downstream of the dam failure. Sex was not significant in any statistical model. CRC (p
<0.01) and mass (p < 0.1) were significant. Cr was the only metal that was significant (p
< 0.05) and directly proportional to the frequency of nuclear anomalies. It is concluded
that, although there is evidence of contamination by metals and semi-metals in the river,
its condition as an area affected by multiple impacts, additional studies are necessary to
prove the relationship of this contamination with the disaster that occurred.

Keywords: Genotoxicity; Anurans; Metals; Mining; Ecotoxicity.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a extragdo global de minério vem crescendo
significativamente, desempenhando papel fundamental no desenvolvimento econémico
e social de algumas regides (HENCKENS, 2021). No entanto, essa atividade acarreta
também em grandes prejuizos ambientais aos ecossistemas locais, assim como a saude e
a seguranca da popula¢do humana local (MAUS et al., 2020; DA SILVA et al., 2023). A
extragdo e o processamento dos minérios sdo as principais fontes de polui¢cdo por metais
e semimetais aos ambientes no entorno das areas mineradas. Muito embora, alguns
desses metais sejam considerados essenciais para o bom funcionamento dos
ecossistemas, estes, quando em altas concentragdes, podem causar efeitos toxicos aos

organismos expostos (SHAHMORADI, 2020; SIQUEIRA et al., 2022).

Outro fator que causa grande preocupacdo ambiental € o risco de desastres devido
a constru¢do de barragens para o aproveitamento dos rejeitos de minério (ISLAM,
MURAKAMI, 2021). Tais barragens podem se romper, provocando impactos aos
sistemas aquaticos e terrestres tanto locais, como distantes do epicentro, devido a
contaminagdes por produtos quimicos e metais toxicos presentes no rejeito (JISKANI et

al., 2020; DA SILVA et al., 2023).

Em novembro de 2015, ocorreu o rompimento da barragem de rejeitos de
minera¢do da Mina do Fundao localizada no municipio de Mariana (MG). Isso causou o
deslocamento de mais de 40 milhdes de m® de rejeitos de minério de ferro, afetando o
canal principal do Rio Doce e parte da costa Atlantica do estado do Espirito Santo
(PETESSE et al., 2023). Em 2018, houve outro evento de rompimento de barragem, o
qual o mineroduto localizado no municipio de Santo Antonio do Grama (MG) rompeu
duas vezes em menos de 20 dias, atingindo o ribeirdo Santo Antdnio. O primeiro
rompimento despejou cerca de 300 toneladas de polpa de minério. O segundo despejou
cerca de 174 toneladas e provocou a interrupgao do abastecimento de agua na cidade (DE
MELO et al., 2021). Em janeiro de 2019, ocorreu o maior desastre ambiental brasileiro
em termos de perdas humanas: o rompimento da barragem de rejeito da Mina Coérrego
do Feijdo, localizada na regido de Brumadinho (MG). Esse evento deslocou cerca de 12

milhdes de m® de rejeito de minério de ferro para o meio ambiente e causou a morte de
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272 pessoas. O deslocamento do rejeito carreou solo, sedimento, plantas e outros
destrogos, atingindo 4reas rurais e urbanas. Os sistemas terrestres e aquaticos sofreram
graves impactos, em especial o riacho Ferro-Carvao e o rio Paraopeba (SIQUEIRA et

al., 2022; DA SILVA et al., 2023).

A frequéncia e magnitude destes desastres causa preocupagdo nao sé pelos imensos
prejuizos imediatos, mas também pelos danos a longo prazo nos ecossistemas afetados e
na populagdo humana local exposta (VERGILIO et al., 2021). Esses incidentes com
rejeito de minério podem resultar no aumento das concentragdes de metais toxicos em

rios, corregos, dguas subterraneas, solos e sedimentos.

Metais e semimetais como chumbo (Pb), merctrio (Hg), arsénico (As) e cadmio
(Cd) sao toxicos e podem ser letais para humanos e animais. Outros metais como cobre
(Cu), zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn), embora sejam essenciais para seres vivos,
também podem ser toxicos quando em concentracdes elevadas (SHAHMORADI et al.,
2020; BUCH et al., 2021). Alguns desses metais persistem no ambiente € no organismo
por muito tempo, fazendo com que permane¢cam em carater cumulativo ao longo da
cadeia alimentar. A bioacumulac¢do destes elementos pode ocorrer nos animais € nas
plantas que estdo em contato direto com a area afetada, assim como, de forma indireta
nos seres humanos que consomem essas plantas, animais e de forma direta com o

consumo de dgua contaminada (FUENTES et al., 2020; OSMAN et al., 2021).

A constante exposicdo e a caracteristica cumulativa desses contaminantes podem
causar severos agravos a saude de organismos expostos, como seres humanos, anfibios
e peixes (HU et al., 2021; OSMAN et al., 2021; SINGH et al., 2021; CRUZ-ESQUIVEL
et al., 2023). Entre os efeitos observados estdo alteracdes na pressado arterial; disfungdes
hepaticas; pulmonares e renais; deficiéncia no sistema imunologico; e em alguns casos
aumentar a probabilidade do desenvolvimento de céancer, devido aos efeitos danosos
desses metais e semimetais ao material genético das células (OSMAN et al., 2021;
SINGH et al., 2021). Sendo assim, faz-se necessario o monitoramento a longo prazo dos
ecossistemas atingidos por esse tipo de poluente a fim de assegurar um ambiente
ecologicamente equilibrado, e assim garantir a seguranga hidrica e alimentar da
populagdo que depende destes recursos para sobreviver nas areas atingidas (FUENTES

et al., 2020; VERGILIO et al., 2021; OSMAN et al., 2021).
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Uma das formas de mensurar o impacto de tais eventos aos ecossistemas locais ¢ o
biomonitoramento ativo, que consiste no monitoramento de organismos vivos que
habitam a area de estudo. Dessa forma, pode-se melhor avaliar a qualidade do ambiente

e as mudancas ocorridas nele (GIROTTI et al., 2020; ABAS et al., 2021).

Um dos biomarcadores mais amplamente estudados em danos ao DNA e
instabilidade cromossdmica nas células ¢ o micronucleo (MN). Os MNs se originam de
fragmentos cromossdmicos que ndo sao incluidos nos nucleos filhos durante a divisdo
celular (FENECH et al., 2020). O teste de MN ¢ vantajoso por ser pouco evasivo,
acessivel e de custo relativamente baixo (FENECH et al., 2020; LAFFON et al., 2021;
AL-SALMAN et al., 2022).

A escolha do organismo ideal a ser monitorado ¢ complexa e deve levar alguns
pontos em consideracdo, tais como: solidez taxondmica (distribuicdo ampla), baixa
mobilidade (reflete as condi¢des locais), caracteristicas ecoldgicas bem conhecidas,
adequacdo para experimentos de laboratorio (alta sensibilidade a estressores ambientais
e antropogénicos) e caracteristicas de quantificagdo e padronizacdo (AGUILAR et al.,
2022).

Neste sentido, os anfibios s3o organismos amplamente utilizados no
biomonitoramento, ja que a maioria tem um ciclo de vida bifasico, habitando
ecossistemas de dgua doce e terrestres. Ocupam uma ampla gama de nichos ecolédgicos
e sdo considerados vulneraveis a distirbios ambientais devido a sua pele permeavel
(MITKOVSKA et al., 2021; CHEN et al., 2023; ORTON et al., 2023). Estes também
podem ser suscetiveis a malformagdes esqueléticas (VAZQUEZ et al. 2023). Além disso,
sua exposicao a metais toxicos pode provocar outras malformacdes, como: problemas
nos olhos, na pigmentacdo e na mandibula, além de gerar anormalidades nucleares
(BOSCH et al., 2020; LEHR et al., 2021; MITKOVSKA et al., 2021; VAZQUEZ et al.
2023). Dessa forma, os anfibios tornam-se bons candidatos a bioindicadores para a
realizagdo da presente pesquisa de monitoramento em uma area afetada pelo rompimento

da barragem de rejeitos de mineragao.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de micronucleos (MN) e outras
anomalias nucleares (AN) em eritrocitos de anfibios que habitavam as proximidades do

rio Paraopeba, apos 3 anos do rompimento da barragem de rejeitos de mineragao.

1.2. Objetivos Especificos

° Coletar e analisar o material sanguineo dos organismos capturados, a fim de se

avaliar a frequéncia de micronticleo (MN) e outras anomalias nucleares (AN).

° Avaliacdo dos possiveis efeitos genotoxicos da presenga dos metais e semimetais
em sedimentos em relagdo a frequéncia de micronucleo e outras anomalias nucleares nas

c¢lulas sanguineas dos organismos capturados.

° Verificar quais das varidveis avaliadas podem estar influenciando na frequéncia

de MN e NA nas diferentes espécies de anfibios.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Impactos da mineracio

2.1.1. Impacto da mineracio na economia

A mineracdo desempenha um papel fundamental na economia global, fornecendo
recursos essenciais para o funcionamento dos setores de produgao (LITVINENKO et al.,
2020). Sendo responsavel nao s6 pela obtengao de metais preciosos, como ouro € prata,
mas também, de materiais indispensaveis para a operacao da industria, como ferro, cobre
e carvdo (LUCKENEDER et al., 2021). Além disso, essa atividade também ¢ responsavel
pela geracdo de empregos diretos e indiretos, impulsionando o desenvolvimento
econdmico tanto em dareas rurais quanto urbanas (ALVES et al., 2021). Contudo, a
mineragdo global vem crescendo a um ritmo acelerado nas ultimas décadas, causando
diversos problemas sociais e impactos ambientais em todo o mundo (MAUS et al., 2020;
LUCKENEDER et al., 2021). Em alguns casos, os danos podem ser irreversiveis, como
a destrui¢do de ecossistemas; contaminagdo do solo e das dguas; comprometimento da
satde das comunidades locais; e provocando o deslocamento ou a extingdo de algumas

populagdes de organismos e animais (ALVES et al., 2021; BOLDY et al., 2021).

De acordo com a World Mining Data (WMD, 2023), em 2021 a mineragdo mundial
extraiu mais de 17,9 bilhdes de toneladas de produtos de minera¢do. Houve um aumento
de 58,4% em comparacdo ao ano 2000 com 11,3 bilhdes de toneladas e um aumento de
86,45% se comparado ao ano de 1985. O Brasil esta entre os paises que mais mineram
no mundo, onde em 2021, ocupou o sétimo lugar no ranking mundial extraindo mais de
500 milhdes de toneladas de produtos de mineragao (WMD, 2023). Destes, mais de 273
milhdes de toneladas foram de ferro, fazendo com que o Brasil ocupasse o segundo lugar
no ranking de extra¢do de ferro, ficando atrds apenas da Australia que extraiu cerca de

570 milhdes de toneladas (WMD, 2023).

Em 2023, o Brasil exportou cerca de 392 milhdes de toneladas de produtos do setor
mineral, correspondendo a um aumento de 9,5% em relagdao a 2022. Deste montante, o
minério de ferro foi responsavel por 71% das exportagcdes. Neste mesmo ano o Brasil
faturou cerca de R$ 248,2 bilhdes (excluindo-se petroleo e gas) no setor mineral (Grafico

1) (IBRAM, 2023).
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Grifico 1 - Faturamento anual do Brasil (em bilhdes de reais), entre os anos de

2017 e 2023, do setor mineral (exceto petroleo e gas).
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Fonte: IBRAM, 2023.

Os estados de Minas Gerais (MG) e Para (PA) tiveram as maiores participagdes no

faturamento de 2023, de 41,7% e 34,4%, respectivamente. Em seguida, os estados da

Bahia (BA), Sao Paulo (SP), Goias (GO) e Mato Grosso (MT) tiveram participacdo no

faturamento de, respectivamente, 3,9%, 3,7%, 3,4%, e 2,8%. Os outros estados somaram

10,1% de participacdo (Grafico 2). A arrecadacdo da Compensagdo Financeira pela

Exportacdo Mineral (CFEM) totalizou R$ 6,86 bilhdes (IBRAM, 2023).

Grafico 2 - Participagdo dos estados brasileiros no faturamento do setor mineral
em 2023.
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Fonte: IBRAM, 2023.
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Ainda segundo o Instituto Brasileiro de Mineragdao (IBRAM, 2023), o setor mineral
gerou mais de 210 mil empregos diretos e mais de 2,5 milhdes de empregos ao longo da

cadeia e mercado no ano de 2023. Mais de 9.000 vagas foram geradas entre janeiro e

novembro de 2023 (Grafico 3).

Grafico 3 - Empregos gerados diretamente pelo setor de mineragao no Brasil entre

novembro de 2022 e novembro de 2023.
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Fonte: Adaptado de IBRAM, 2023.

Considerando, a necessidade dos produtos provenientes da extracdo para a
manutengdo e crescimento da sociedade e a participacdo da minera¢do na obtengdo de
recursos financeiros e geracdo de empregos, ¢ nitida a importancia da atividade
mineradora tanto no cendrio nacional quanto global (LUCKENEDER et al., 2021;
WORLANYO & JIANGFENG, 2021). E esperado que essas atividades se intensifiquem
o que implica na expansao fisica dos locais de mineragdo existentes e na intensificagao
do processo de extragdo. Isso alerta para o aumento dos impactos associados a este tipo

de atividade no futuro (LUCKENEDER et al., 2021).
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Dessa forma, a mineragdo desempenha uma fungdo ambivalente para a sociedade.
Sendo indispensavel para o modelo de crescimento econdmico atual, mas, por outro lado,
esta entre as atividades humanas mais danosas considerando o aspecto ambiental e social

(LUCKENEDER et al., 2021).

2.1.2. Impactos na saude humana e no meio ambiente

De acordo com a literatura, a mineragao pode provocar uma série de danos sobre a
sade humana e do ecossistema (AGBOOLA et al., 2020). As matrizes aquaticas ¢
terrestres podem sofrer impactos quanto ao desmatamento, liberacdo de metais e
semimetais toxicos e drenagem acida. O ar também pode ser contaminado pela liberagdo
de poluentes atmosféricos (como o mercurio) ¢ dispersao de particulas do material de
rejeito ou minério, podendo contaminar o local e areas adjacentes (DE LACERDA, 2003;
CACHADA etal., 2018). Essas ocorréncias provenientes da atividade mineradora podem
resultar na intoxica¢dao da fauna e flora locais, acarretando perda da biodiversidade e
representando riscos para a seguranga hidrica e alimentar da populacdo local
(CACHADA et al., 2018; AGBOOLA et al., 2020). Além disso, devido as atividades
perigosas associadas e risco potencial de desastres, essa atividade também envolve riscos
para a saude e integridade fisica dos funcionarios, bem como para a populacao que reside
nas proximidades (LOREDO, 2006; AGBOOLA et al., 2020; OWEN, et al. 2020;
GENDLER & PROKHOROVA, 2021).

A mineracdo pode causar danos ao solo, como mudangas na topografia do local,
devido ao desmatamento da vegetacdo e a extragdo e movimentacao do solo (WILSON,
2019; ZHANG & WANG, 2020). Na Amazodnia brasileira, por exemplo, entre os anos
de 2005 e 2015, as atividades de mineragdo provocaram desmatamento em uma area de
11.670 km?. Essa extensdo representa 9% de toda a perda de floresta amazonica durante

esse periodo (SONTER et al., 2017).

A mineragao ¢ uma das principais causas de contaminagao terrestre por substancias
toxicas (como metais e semimetais), nao apenas devido as operagdes atuais, mas também
aos efeitos duradouros de locais contaminados no passado (CHENG et al. 2015;
CACHADA et al., 2018). Um exemplo disso ¢ o caso de uma mina abandonada a céu
aberto em Kokkinopezoula (Chipre, Unido Europeia). Durante a investigagdo do local

foram realizadas coletas de 32 amostras de solo em diferentes pontos da area. Essas
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amostras apresentaram elevadas concentracdes de metais, como: ferro (4,85wt% —
23,7wt%), manganés (11-3.800 ppm), cobre (57,5-1.095 ppm), zinco (11-1.170 ppm) e
cromo (2—142 ppm) (KOSTARELOS et al., 2015).

Além disso, o acumulo de metais toxicos no solo pode impactar o desenvolvimento
da vegetacdo superficial (YANG et al., 2020; ZHANG & WANG, 2020). Ou seja, além
da area desmatada para o estabelecimento da atividade mineradora, também pode haver

reducdo da vegetacdo pela contaminagdo do solo, agravando o processo de erosao

(ZHANG & WANG, 2020).

Essas atividades também afetam os recursos hidricos, como por exemplo, na
Amazonia, onde estima-se que de 3 a 4 mil toneladas de mercurio (Hg) foram depositadas
em sua bacia devido as atividades de mineragao de ouro entre os anos de 1980 ¢ 1990
(DE LACERDA, 2003). Outro caso de grande preocupacgdo ocorre na provincia de
Yunnan, na China, mais especificamente na regido de mineragdo de Zhehai. Esta area
possui 2,7 milhdes de toneladas de residuos de cadmio e zinco, identificados como fonte
de metais toxicos que representam uma séria ameaga a seguranga das dguas subterraneas

locais (ZHAO et al., 2019).

Além de tudo, ainda existe a preocupagao com a transferéncia de elementos toxicos
do solo e da agua para a cadeia alimentar, representando um risco para a saide humana
e a sustentabilidade a longo prazo da producdo de alimentos (CACHADA et al., 2018).
Um estudo recente analisou os efeitos na saide das familias que residem proximas a areas
industriais e mineradoras poluidas em Franga, Portugal e Espanha, constatando impactos
como baixo peso ao nascer, saude infantil comprometida e aumento de doencgas cronicas
em adultos (LEVASSEUR etal., 2021). Além disso, verificou-se maior abandono escolar
e demanda por servigos de saude, especialmente em familias de baixa renda e com menor
escolaridade, ressaltando sua vulnerabilidade a polui¢do (LEVASSEUR et al., 2021).
Um outro estudo relatou concentragdes mais elevadas de chumbo e cddmio no sangue de
criangas que residem proximas a refinarias de metal na Renania do Norte-Vestefalia, em

comparagdo com criangas de outras regides (WILHELM et al., 2005).

O risco de desastres € outro fator preocupante nas areas de mineragao € com o passar
dos anos esse risco vem aumentando. Embora ndo exista um registro global oficial de

barragens, ¢ possivel acessar varios bancos de dados que capturam informagdes
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divulgadas sobre desastres com rejeitos. Esses bancos de dados disponibilizam
informagdes como: a localizagdo, as causas da falha, volumes descarregados e

consequéncias sociais € ambientais (OWEN, et al. 2020).

Segundo Vogel (2013), a taxa de falhas em barragens de rejeitos aumentou para
uma frequéncia de cinco a seis falhas significativas anualmente apds o ano 2000. Cada
evento de falha causa danos extensos ao ambiente local e, em casos catastroficos, resulta
na perda de vidas humanas. Estima-se que entre 1961 e 2019, pelo menos 2.375 pessoas
perderam a vida em desastres envolvendo barragens de rejeitos em todo o mundo (WISE,

2024).

Segundo dados do Sistema Nacional de Informagdes sobre Seguranga de Barragens
(SNISB) o Brasil possui 614 barragens de rejeito de mineragdo. Dessas, 52 sdo
classificadas como alto risco na Categoria de Risco (CRI) - determinada pelas
caracteristicas construtivas e de conservagdo da barragem. E 192 sdo classificadas como
alto risco de Dano Potencial Associado (DPA) - indica a magnitude do dano que ela pode

causar se vier a romper (SNISB, 2024).

Essas barragens de rejeitos sdo utilizadas principalmente pela industria de
minera¢do para o armazenamento dos rejeitos resultantes do processo de extragao
mineral. Embora nem todas essas barragens representem um alto risco de rompimento, ¢
essencial monitorar e garantir a seguranga de todas as estruturas para prevenir desastres
como os ocorridos em Mariana (2015) e Brumadinho (2019), que trouxeram graves
consequéncias para o meio ambiente e as comunidades locais (OWEN, et al. 2020;

THOMPSON, et al., 2020; VERGILIO et al., 2021).

O rompimento da barragem de Brumadinho também levantou sérias questdes sobre
a segurancga das estruturas de mineracao no Brasil e a responsabilidade das empresas do
setor. O desastre de Brumadinho provocou debates sobre regulamentacdes mais rigorosas
para a industria de mineragdo e a necessidade de garantir a seguranca das comunidades

proximas a barragens de rejeitos (JACOBI et al., 2019; SILVA et al., 2023).

Esses impactos sao amplamente documentados na literatura cientifica e demonstram
a importancia de praticas de mineragdo responsaveis e regulamentadas, bem como de

monitoramento ambiental rigoroso para mitigar os impactos negativos sobre o
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ecossistema (CACHADA et al., 2018; JACOBI et al., 2019; AGBOOLA et al., 2020;
OWEN, et al. 2020).

2.2. Desastre de Brumadinho - MG

O rompimento da barragem de Brumadinho, ocorrido em 25 de janeiro de 2019, foi
um dos piores desastres ambientais da historia do Brasil. A barragem continha rejeitos
de mineragdo, principalmente de ferro, e se rompeu na regido de Corrego do Feijao,
municipio de Brumadinho, Minas Gerais. Este desastre resultou em centenas de mortes,
além de causar graves danos ambientais e socioecondmicos (SIQUEIRA et al., 2022; DA

SILVA et al., 2023).

Estima-se que este evento deslocou cerca de 12 milhdes de m? de rejeito de minério
de ferro ao longo da bacia do rio Paraopeba (SIQUEIRA et al., 2022 ). Essa lama toxica
atingiu areas residenciais, instalagdes industriais, plantagdes, rios e matas ciliares,
contaminando corpos d'dgua e sistemas terrestres, causando danos a fauna e flora locais
(SOS MATA ATLANTICA, 2019; PARENTE et al., 2021; SIQUEIRA et al., 2022; DA
SILVA et al., 2023). Além disso, de acordo com a Assembleia Legislativa de Minas

Gerais (2024) esse desastre provocou a morte de 272 pessoas.

O desastre também teve impactos severos no Rio Paraopeba, afetando
significativamente a populag¢do que depende dos recursos providos por ele (PEIXOTO et
al., 2022; SOS MATA ATLANTICA, 2019). A lama proveniente do rompimento da
barragem carregava uma série de substancias potencialmente toxicas, incluindo altas
concentragdes de metais como ferro, manganés e aluminio (PARENTE et al., 2021). Essa
contaminagdo teve um impacto imediato na qualidade da dgua do Rio Paraopeba,
tornando-a impropria para usos, em especial para abastecimento publico, irrigagcdo e

dessedentacao de animais (SOS MATA ATLANTICA, 2019; ROTTA, 2020).

As alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas do rio, como o aumento da turbidez
e presenca de substincias potencialmente toxicas, afetaram diretamente a saude e a
sobrevivéncia da vida aquatica na regido, resultando na morte de peixes e outros
organismos aquaticos no local. (JACOBI et al., 2019; SOS MATA ATLANTICA, 2019;
THOMPSON et al., 2020). Assim, a contamina¢do do rio teve um impacto severo na
atividade pesqueira regional, comprometendo a economia local (PEIXOTO et al., 2022).

Além disso, a poluicdo da agua afetou adversamente outras atividades econOmicas
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relacionadas ao rio, como o turismo e a agricultura (SOS MATA ATLANTICA, 2019;
PEIXOTO et al., 2022).

Esse desastre representou também sério risco a saude das comunidades locais que
dependem da agua para consumo, irrigacao e outras necessidades basicas (SOS MATA
ATLANTICA, 2019; ROTTA et al., 2020). A exposi¢do a metais toxicos e outras
substancias quimicas toxicas pode causar uma série de problemas de satde, incluindo
desregulagdo enddcrina, toxicidade renal, osteoporose, desenvolvimento de doencas
cacernogénicas e outras doengas graves (VIGNERI et al., 2017; PARENTE et al., 2021;
LIU et al., 2023; EEA, 2024).

O Brasil enfrentou varios desastres relacionados ao rompimento de barragens de
rejeitos de mineragdo, como os tragicos eventos de Mariana (2015) e Brumadinho (2019),
que destacaram a importancia da seguranca e da regulamentacdo adequada das barragens
(OWEN, et al. 2020). Apds esses desastres, houve um aumento na atengdo e na
fiscalizacdo das barragens de rejeitos no Brasil, com esforcos para melhorar os padroes
de segurancga, a gestdo de riscos. Porém ainda ¢ necessdrio ampliar a transparéncia das
informacdes sobre potenciais riscos de desastres a todas as partes interessadas (SILVA

et al., 2023).

2.3. Anfibios no monitoramento ambiental

Alguns grupos de organismos sdo utilizados como bioindicadores por apresentarem
fungdes ecoldgicas importantes aos ecossistemas e interagdes com os meios bidticos e
abidticos (DA SILVA et al., 2023). Além de também acumularem vestigios de
substancias toxicas em todo o seu corpo, o que pode apresentar efeitos deletérios
associados a essa exposicao (ZOCCHE et al., 2014). Os anfibios, por exemplo, sao
organismos que podem ser considerados como sensiveis para detectar agentes
genotoxicos. Isto se deve muito por algumas caracteristicas apresentadas em seu ciclo de
vida complexo que alterna fases de vida aquatica e terrestre e principalmente de sua pele
permeavel e umida (em funcao da respiracao cutanea) (YOUNG et al. 2004; POLLO et
al., 2015; ESTES-ZUMPF, et al. 2022).

Algumas avaliagdes podem ser realizadas para detectar anormalidades nos anfibios
e indicar contaminacdo do ambiente, como: anormalidades morfoldgicas,

comportamento anormal, taxa de sobrevivéncia reduzida e anomalias hematologicas
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(POLLO et al., 2015; BOSCH et al., 2020; CUZZIOL et al. 2020; LEHR et al., 2021;
MITKOVSKA et al., 2021).

Além disso, existem estudos de efeitos de exposi¢do a metais em anfibios de
diferentes espécies. Esses estudos apresentam dados relativos ao aumento na
concentracdo dos metais € no tempo de exposicdo, resultando em taxas mais altas de
mortalidade. No entanto, ha também uma consideravel variagdo entre as espécies em

relacdo a sua sensibilidade aos diferentes metais e semimetais (WEI et al., 2015).

O estudo de anomalias nucleares em eritrocitos de anfibios ¢ uma é4rea relativamente
recente de pesquisa, apesar disso, essa andlise ¢ uma ferramenta estabelecida e
amplamente utilizada em estudos de biomonitoramento e avaliagdo de riscos ambientais
(POLLO et al., 2015). A andlise da frequéncia de microntcleos e outras anomalias
nucleares em eritrocitos de anfibios pode fornecer informagdes importantes sobre o nivel
de exposicao a contaminantes genotdxicos e o potencial dano genético em populagdes
locais (YOUNG et al. 2004; POLLO et al., 2015). Sendo assim, duas possiveis causas
foram reconhecidas: (1) um agente genotoxico gera lesdes no DNA ou (2) excesso de
material pode provocar instabilidade gendmica, sendo este removido do nticleo principal
por meio da formagdo de um microntcleo (MN) e outras anomalias nucleares (AN)
(POLLO et al., 2015). Dessa forma, essa técnica desempenha um papel fundamental na
avaliacdo da satide ambiental de habitats aquaticos e terrestres e na identificagao de areas
afetadas pela contaminagdo ambiental, contribuindo para a conservacdo da

biodiversidade e a prote¢ao da satide humana (YOUNG et al. 2004; POLLO et al., 2015).

Nos ultimos anos, pesquisadores em diferentes partes do mundo t€ém conduzido
estudos ecologicos para avaliar o acimulo de elementos potencialmente prejudiciais nos
tecidos de anuros, especialmente em regides afetadas pela mineracdo e agricultura
(ROCHA et al., 2022). No Brasil, alguns estudos investigaram o aciimulo e os efeitos
desses elementos em anuros selvagens; entretanto, apenas alguns deles foram publicados
em periddicos cientificos revisados por especialistas (ROCHA et al., 2022). Figado, rins
e musculo esquelético foram os tecidos mais frequentemente examinados, seguidos por
ossos longos, pele e intestino. Na maioria dos estudos, esses o6rgaos foram analisados
separadamente, enquanto a analise da carcaca como um todo foi raramente realizada

(ROCHA et al., 2022).
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Os anfibios anuros podem ser considerados como organismos sensiveis, versateis e
eficientes como indicadores bioldgicos, auxiliando na avaliagdo e mitigagdo dos efeitos
das atividades humanas nos ecossistemas (BOSCH et al., 2020; LEHR et al., 2021;
MITKOVSKA et al.). O monitoramento destes organismos pode oferecer informagdes
cruciais sobre a satide ambiental de regides afetadas pela mineracdo e outras atividades
poluidoras. No entanto, hd uma necessidade premente de maior divulgacao de estudos

com dados s6lidos e confiaveis (ZOCCHE et al., 2014; ROCHA et al., 2022).

2.4. A bacia do Rio Sao Francisco

Minas Gerais ¢ conhecido pela relevancia de seus corpos hidricos que estdo
divididos em 17 bacias hidrograficas (Figura 1) e representam 8,3% dos rios e lagos
naturais e artificiais do Brasil (SEMAD, 2024). Dentre as 17 bacias, destaca-se a do Rio
Sao Francisco por sua extensao de 2.863 km e uma area de drenagem de mais de 639.219

km?, correspondendo a 8% do territorio nacional (CBHSF, 2024;).

A bacia do Rio Sdo Francisco abrange uma vasta extensdo que se estende desde
Minas Gerais, onde o rio tem sua nascente na Serra da Canastra. Ele atravessa 505
municipios distribuidos por seis estados (Minas Gerais, Goias, Bahia, Pernambuco,
Alagoas e Sergipe), além do Distrito Federal. Sua foz esta no Oceano Atlantico, na divisa

entre os estados de Alagoas e Sergipe (CBHSF, 2024).
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Figura 1 - Bacias Hidrograficas de Minas Gerais. Bacia do Rio Sao Francisco
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Fonte: Adaptado de IGAM, 2024.

Reconhecida como uma das 12 regides hidrograficas do Brasil, a bacia do Rio Sdao
Francisco foi subdividida em quatro zonas ou regides fisiograficas para fins de
planejamento: Alto, Médio, Submédio e Baixo Sao Francisco. Com uma populacdo
estimada em mais de 15 milhdes de habitantes, a maior densidade demografica
concentra-se na regido do Alto Sdo Francisco (CBHSF, 2024). Os afluentes do Alto e
Médio Rio Sao Francisco estdo localizados no estado de Minas Gerais (Figura 2)

(IGAM,2024).

De acordo com o Comité de Bacia Hidrografica do Rio Sao Francisco (2024), mais
da metade (cerca de 54%) do territorio da bacia hidrogréfica esté4 localizada no Semiarido,
sujeito a periodos criticos de estiagem. No entanto, a regido apresenta uma significativa
diversidade ambiental, englobando quatro biomas distintos: Caatinga, Cerrado,
fragmentos de Mata Atlantica e o ecossistema estuarino do rio. Entre os principais
reservatorios presentes ao longo do rio Sdo Francisco, utilizados para o controle de vazao

e/ou geragdo de energia hidroelétrica, destacam-se: Trés Marias, em Minas Gerais;
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Sobradinho, Paulo Afonso e Itaparica, na Bahia; e Xingd6, situado entre os estados de

Alagoas e Sergipe.

Figura 2 - Unidades Estratégicas de Gestdo das aguas em Minas Gerais.
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Fonte: Adaptado de IGAM, 2024.

A nascente do rio Paraopeba esté localizada ao sul no municipio de Cristiano Otoni
e sua foz esta na represa de Trés Marias, no municipio de Felixlandia, ambos em Minas
Gerais. Essa bacia hidrografica compreende 48 municipios (Figura 3) somando
1.318.885 habitantes (IBGE 2010), sendo 1.226.625 de populacdo urbana e 92.260 de
populacdo rural (CBHSF, 2024). A Bacia Hidrografica do Rio Paraopeba (Figura 3)
situa-se a sudeste do estado de Minas Gerais e compreende uma area de 12.054,25 km?
que corresponde a 5,14% do territério da bacia do rio Sdo Francisco e 2,5% da area total
do estado de Minas Gerais. E seus principais rios sdo: Paraopeba, Aguas Claras,

Macaubas, Betim, Camapua e Manso (CBHSF, 2024).
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Figura 3 - Localizacdo da Bacia Hidrografica do Rio Paraopeba, sedes municipais
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de estudo e amostragem

O Rio Paraopeba (Figura 4) ¢ um dos principais afluentes do Rio Sao Francisco e
tem uma 4rea de drenagem de aproximadamente 12 mil km?. Uma parte de suas
dimensoes estd situada em uma zona de transi¢do entre os biomas Mata Atlantica e

Cerrado (Figura 5) (MONTEIRO, 2022).

Figura 4 - Rio Paraopeba em Minas Gerais - MG no ponto M28 (latitude -20,259357,
longitude -44,122472) no dia 3 de agosto de 2023.

Fonte: A autora.

O Rio Paraopeba tem sofrido impactos continuos e prejudiciais devido as atividades
agricolas e de mineracao, além das atividades urbanas e do despejo de efluente doméstico,
principalmente do corrego Betim. Recentemente, o rio foi gravemente afetado por um
incidente de grande propor¢do: o rompimento da barragem de rejeitos na mina de minério
de ferro Corrego do Feijao (PARENTE et al., 2022; FREITAS et al., 2023).

Os dados utilizados no presente trabalho foram coletados durante 3 campanhas
durante os anos de 2022 e 2023, sendo 2 campanhas no periodo chuvosos € 1 campanha

no periodo seco. Um total de 23 pontos foram amostrados ao longo das margens do Rio
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Paraopeba para coleta de anfibios (Tabela 1). Dentre eles: 11 pontos controle, sendo 7 a

montante da area contaminada e 4 a jusante; e 12 pontos da area impactada ao longo das

margens do rio Paraopeba.

Tabela 1 - Nomenclatura dos pontos de amostragem com sua respectiva localiza¢ao

(latitude e longitude) e classificacdo da area em: Controle (C) e Impactada (I).

Ponto de coleta  latitude longitude Classificacio
M45 -20,300811 -44,094197 C
M28 -20,259357 -44,122472 C
M24 -20,247465 -44,139789 C
M16 -20,234281 -44,123472 C
M14 -20,221617 -44,111060 C

M6 -20,189322 -44,150835 C
M4 -20,175089 -44,149092 C
J4 -20,146801 -44,186683 I
J17 -20,084594 -44,208933 |
J24 -20,043071 -44,206861 I
J40 -20,004794 -44,257158 |
J42 -19,999383 -44,271035 I
J46 -19,970640 -44,277870 |
J60 -19,914970 -44,351990 I
J106 -19,706540 -44,471130 I
J173 -19,451850 -44,581630 I
J190 -19,356737 -44,545235 I
J251 -19,136740 -44,685000 I
1294 -18,972150 -44,792833 I
J314 -18,863790 -44,797080 C
J446 -18,384154 -45,324585 C
J447 -18,377656 -45,309736 C
J453 -18,359652  -45,332479 C

3.1.2.1. Areas controle a montante a jusante

A montante da area impactada foram coletadas amostras de anfibios em 7 pontos

diferentes (M45, M28, M24, M16, M14, M6 e M4). J4 a jusante do desastre, foram

selecionadas 2 areas controles (ESEC de Pirapitinga e o reservatorio de trés Marias)

devido aos potenciais impactos causados por atividades mineradoras na area controle a

montante que poderiam causar possiveis confusdes no controle dos dados.

3.1.1.1.1. Estacao Ecologica (ESEC) de Pirapitinga

A ESEC de Pirapitinga ¢ uma unidade de conservagdo que esté localizada no estado

de Minas Gerais, no leito do rio Sdo Francisco. Fundada em julho de 1987, ela
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corresponde a uma ilha artificial, criada pela Usina Hidrelétrica de Trés Marias e ocupa
uma area de 1.384,50 hectares (ICMBIO, 2024).

Ela tem a missao de preservar uma amostra do bioma Cerrado e contribuir para a
manuten¢do da viabilidade ecoldgica de populagdes de fauna e flora associadas a ilha,
em longo prazo. Além disso, a ESEC de Pirapitinga também ¢ responsavel pela protecao
de espécies da flora e da fauna ameacadas de extin¢cdo no Estado de Minas Gerais
(ICMBIO, 2013).

Devido a sua missao de preservagao e a sua localizagao no leito do rio Sao Francisco,
a area da ESEC de Pirapitinga foi selecionada como uma area de controle a jusante do
rompimento da barragem. Na ESEC, as coletas foram realizadas em trés pontos distintos:
J446, J447 e J453 (Figura 5). Entretanto, para efeitos de analise, os individuos coletados

nesses pontos foram tratados como pertencentes a um unico ponto.

3.1.1.1.2. Reservatorio de Trés Marias

O reservatorio de Trés Marias (Figura 5), situado na regido norte de Minas Gerais,
abrange uma area de 1090 km? e integra a bacia hidrografica do rio Sao Francisco, com
o rio Paraopeba como um dos seus principais afluentes. Neste estudo, o reservatorio foi
designado como uma area de controle, considerando retengdo dos rejeitos a montante

(MONTEIRO, 2022).

3.1.1.2. Area impactada

A area impactada foi considerada a extensdo do rio Paraopeba atingida pelo rejeito
de mineragdo proveniente do rompimento da barragem Brumadinho no ano de 2019.
Nesta area foram coletados anfibios em 12 pontos diferentes (J4, J17, J24, J40, J42, J46,
J60, J106, J173, J190, J251 e J294). O ponto J294, localizado no Reservatorio de Retiro
Baixo (Figura 5), desempenha um papel fundamental na dindmica de contaminacdo
proveniente do desastre, considerando as evidéncias de retencdo do rejeito neste

reservatorio (FERNANDES, 2021; MONTEIRO, 2022).



34

Figura S - Mapa da Bacia do Rio Paraopeba com as marcagdes dos pontos de coleta

(Herpetofauna), local do desastre (Barragem B1) e ponto do Ribeirdo Ferro-Carvao com

Rio

(o)

-18

-18

Paraopeba

(Confluéncia

Ferro-Carvao).

-

Coletas

Herpetofauna
Legenda

X Barragem B1
® Confluéncia Ferro-Carvéo
Hidrografia
CS Bacia Rio Paraopeba
Cﬂ Bacia Entorno Trés Marias
Nucleos urbanos
Subbacias
(%, Bacia Ribeir&o Ferro-Carvdo
(', Bacia Rio Casa Branca
Biomas
Cerrado

Mata Atlantica

Fonte: A autora.
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3.2. Coleta e preparo de amostras de sedimento superficial

Estas amostragens foram realizadas por outras equipes do Projeto Estudo sobre a
Biota Aquatica e Comunidades Riparias no Rio Paraopeba e analisadas no Laboratorio
de Radioisotopos do Instituto de Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).

O esfor¢o amostral para coleta de sedimento superficial ao longo do Rio Paraopeba,
incluiu 18 pontos: 5 pontos a montante do ponto de confluéncia com o Ribeirdo Ferro-
Carvao, 5 pontos a jusante deste ponto, 5 pontos a jusante do Rio Betim e 3 pontos nos
Reservatoérios (Retiro Baixo, a jusante de Retiro Baixo e Trés Marias).

O sedimento superficial (até¢ 15 cm de profundidade) foi coletado, com auxilio de
um coletor de polipropileno, em pontos marginais ao longo do rio e nos reservatorios
(NGUYEN et al., 2016). As amostras foram armazenadas em um saco de polietileno,
catalogadas e preservadas a -20 °C no laboratério de campo, para posterior analise de
metais.

As amostras de sedimento superficial foram peneiradas em malha de ago para
separacgao de particulas menores do que 75 um. A extracdo dos metais foi realizada em
um tubo conico de polipropileno (Falcon) com capacidade para 50 mL, consistindo na
adi¢do de 30 mL de solucao extratora (HC1 0,1 M) em aproximadamente 3,0 g de amostra.
Apo6s 16 horas a solugdo foi centrifugada (05 min/3000 rpm) para posterior determinacao
(FISZMAN et al., 1984). Para a extragdo do semimetal, arsénio (As), foram usadas
aliquotas de aproximadamente 0,1 g p.s. Para o processo de extragao foi feita a adi¢do de
2,0 mL de 4cido nitrico 65% (v.v) em um tubo de vidro com posterior aquecimento por

2 h em banho-maria a 60°C.

3.3. Determinacio de Metais e Semimetais em amostras de sedimento

As amostras foram analisadas por espectrometria de absor¢ao atdmica com chama
(FAAS), utilizando-se um espectrometro Varian (AAS240FS, Santa Clara, Estados
Unidos) equipado com corre¢do de fundo de deutério (LINO et al., 2016). Os elementos-
tragco analisados foram aluminio (Al), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobalto (Co), cobre
(Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn). A determinagao
de arsénio (As) nas amostras de sedimento superficial foi realizada por Espectrometria

de Absorcdo AtOmica com Atomizagdo Eletrotérmica (ETAAS), utilizando um
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espectrometro equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman (Analytik Jena). Uma
solucdo de nitrato de paladio Pd (NOs3)> (Merck No. B9366989 710) foi utilizada como

modificador quimico. A adi¢ao de Pd (NOs)> ocorreu em cada extrato analisado.

3.4. Coleta e identificacao de anfibios anuros

As coletas de anfibios foram feitas por buscas ativas noturnas padronizadas
em transectos de 1 hora e 30 minutos (Figura 6a). Foram realizados trés transectos por
ponto amostral nos hidroperiodos secos. E cinco transectos por ponto amostral nos
periodos chuvosos. Os individuos coletados (Figura 6b) foram acondicionados em sacos
de polietileno e transportados até a base de campo para a coleta dos dados bioldgicos e
extragdo sanguinea. Os individuos coletados foram identificados quanto a espécie, sexo

e estagio de desenvolvimento.

Figura 6 - Coleta de anfibios as margens do Rio Paraopeba. (a) Busca ativa noturna; (b)
Coleta do individuo.

Fonte: A autora, 2023.

A identificagdo das espécies de anfibios foi realizada com base na descrigdao do Guia
de Anfibios da Mata Atlantica: Diversidade e Biologia. Este guia reine informacdes de
mais de 20 anos de pesquisa e contempla 459 espécies de anfibios que correspondem a
cerca de 85% da diversidade total de anfibios do bioma da Mata Atlantica (HADDAD et
al., 2013).
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J& o estagio de desenvolvimento foi avaliado de acordo com o tamanho do individuo,
juntamente com o amadurecimento de caracteristicas reprodutivas, como por exemplo, o
calo nupcial, a pigmentag@o da pele e a presenca de caracteristicas sexuais secundarias,
todos essenciais para determinar a maturidade sexual em anfibios, conforme evidenciado
em estudos anteriores (NASCIMENTO et al., 2015; TOLOSA et al., 2015).

A determinacdo do sexo foi realizada com base na observagdo de caracteristicas
morfologicas distintas, incluindo a presenca de fendas vocais, ovocitos e/ou ovidutos
(nos espécimes dissecados), além de dismorfismos sexuais reconhecidos na literatura
(TOLOSA et al., 2015; GOLDBERG et al., 2016; MORI et al., 2022).

Além disto, foram coletadas as medidas morfométricas quanto ao tamanho e a
massa corporal dos espécimes. O comprimento rosto cloacal (CRC) foi realizado com
auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,0lmm (Figura 7a) e a massa aferida
em uma balanca semi-analitica (AD500, Marte, Brasil) de precisdo de 0,001g (Figura
7b).

Figura 7 - Avaliacdo de pardmetros morfologicos dos anuros coletados as margens do
Rio Paraopeba: (a) comprimento rosto cloacal (CRC) utilizando um paquimetro digital e
(b) massa utilizando uma balanga analitica.

Fonte: A autora.

3.5. Extracio e preparo das amostras sanguineas

No laboratorio, os anfibios foram eutanasiados devido a necessidade de coleta de

multiplos tecidos destinados a diferentes tipos de anélises. Nesses individuos, apos
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administracdo de anestesia e verificacdo da auséncia de reflexos, a extragdo sanguinea
foi realizada por pun¢des cardiacas, com auxilio de seringas de 0,5 mL (agulha de § mm
de comprimento e 0,33 mm de diametro). Em média, trés 1aminas foram preparadas para
cada individuo coletado (a, b e c¢). As 1aminas foram preparadas com o esfregaco de uma
gota de sangue (10 puL) (Figura 8a) e secas em temperatura ambiente. Apos o material
secar por completo, as ldminas foram submetidas a um banho de 4 minutos em Metanol
P.A. (100%) para a fixagdo e secas em temperatura ambiente (Figura 8b). Apos a
secagem, as laminas foram coradas por 12 minutos em Giemsa 5%, escorridas o excesso
da solugdo corante e novamente secas em temperatura ambiente (Figura 8c) (PELUSO
et al., 2020; POLLO et al., 2017; SALOMAO; MARQUES, 2014, 2015). Ao final do
processo, as laminas foram identificadas e armazenadas em caixas apropriadas ao abrigo

de luz e umidade.

Figura 8 — Preparo das ldminas com amostras de sangue dos anuros coletados as
margens do Rio Paraopeba. (a) Técnica do esfregaco, (b) laminas secando apos retirada
do banho de fixagdo com metanol e (c) laminas secando ap0s retiradas do banho de
coloragdo com Giemsa a 5%.

Fonte: a Autora.

3.5.1. Analise de Micronucleo (MN) e outras Anomalias Nucleares (AN)

O ensaio de genotoxicidade foi realizado a partir da verificagcdo e avaliacdo da
frequéncia de aparecimento dos micronucleos (MN) e de outras Anomalias Nucleares
(AN) em células sanguineas (eritrocitos) dos organismos coletados, tanto em ambientes
com suspeita de contaminagdo, quanto de locais referéncia (controle negativo) conforme
metodologia descrita por (CAVAS, ERGENE-GOZUKARA, 2005; LAJMANOVICH et
al., 2014; PELUSO et al., 2020; POLLO et al., 2017; SALOMAO; MARQUES, 2014,
2015).
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As laminas foram observadas em microscopio optico (Nikon, Elipse E200, Téquio,
Japao) em resolucao de 1000x (com imersao em 6leo) para contagem dos eritrocitos com
apresenca de MN e/ou AN. Em cada lamina foram observadas 2000 células em triplicata,
totalizando 6.000 células avaliadas por organismo. As laminas foram codificadas e
contadas por uma mesma pessoa (revisdo cega “blind review”). Os MN foram
identificados com base nos seguintes critérios: (i) claramente separado do nucleo
principal; (i1) tamanho maximo de at¢ um ter¢o do nucleo principal; (ii1) mesma cor,
intensidade e plano de foco; (iv) nao refrateis (FENECH et al.,, 2003). As outras
anormalidades nucleares (AN) foram identificadas com base nos seguintes critérios:
binucleo = células com dois ntcleos de tamanhos aproximadamente iguais, com a mesma
cor ¢ intensidade; blebbed = nlcleos com uma pequena evaginagdo, ainda ligada ao
nucleo; notched = nicleos com um formato de corte bem definido (CARRASCO et al.
1990; FENECH et al., 2003). As frequéncias de MN e AN foram expressas por mil

células (%o).

3.6. Analise estatistica dos dados

A fim de melhor explicar o comportamento dos dados analisados foram feitas
regressoes lineares das varidveis CRC e massa. Conforme os graficos 4a e 4b, os 2
outliers (Rhinella gr. crucifer do ponto J4 e Boana crepitans do ponto J60) foram

desconsiderados do proximo passo na analise do GLM (Generic Linear Model).
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Grafico 4 - Regressdo linear da frequéncia de anomalias nucleares presentes em
células sanguineas de anuros com as caracteristicas morfologicas dos animais(%o).
Comprimento rosto coaclal em milimetros (a) e a massa em gramas (b) com destaque

(elipse vermelha) dos Outliers.
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Fonte: A autora, 2024.

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (versdao 4.1.2, R Core Team,
2021) a partir da fungdo GLM (Generic Linear Model) disponivel no pacote base stats.
Considerando o tipo de dado analisado (frequéncia de anomalias nucleares a cada 1000
células) para este trabalho foi utilizado a familia quasi-binomial. A frequéncia de
anomalias nucleares sempre foi a variavel resposta, enquanto foram feitas combinagdes
das variaveis explicativas. As variaveis utilizadas como explicativas foram: distancia da
confluéncia, massa, CRC, espécie, género, sexo, estagio de desenvolvimento e
concentracao de metais e semimetais.

Inicialmente, cinco modelos com combinagdes diferentes das varidveis explicativas

(Tabela 2) foram analisados a fim de se avaliar qual modelo seria mais explicativo.
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Tabela 2 - Variaveis explicativas utilizadas em cada modelo.

Variaveis Modelos

explicativas  Modelo1l Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo 5

CRC S S S N S
Distancia da
confluéncia > > > > >
Hidroperiodo S S S S S
Espécie S N S S N
Género N S N N N
Sexo S S N N S
Massa S S S S S
Estagio S S N N S

Legenda: S - indica que esta varidvel foi utilizada no modelo e N - indica que a

variavel ndo foi utilizada no modelo.

Os modelos 3, 4 ¢ 5 foram os que melhor explicaram a interagao entre os dados,
segundo o 1 e a diagnose basica. A diagnose avaliou: a homogeneidade da variancia e
normalidade dos residuos, sobre dispersao e inflagdo de zeros (SILVA et al., 2020).

Ap0s, esses trés modelos foram avaliados novamente, acrescentando os metais e
semimetais (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Zn) como variaveis explicativas.
Cada um dos 12 metais e semimetais foi avaliado com cada um dos trés modelos, gerando
36 modelos.

Também foi avaliada a frequéncia total de anomalias nucleares (MN+AN), e dessa
forma foi observado que a frequéncia total de anomalias gerou resultados mais

significativos em comparacao a avaliagdo individual.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Distribuicio dos anfibios ao longo da area amostrada

Durante as 3 campanhas foi coletado o material sanguineo de 349 individuos, sendo
136 nas areas controle e 213 na area impactada (Tabela 3). As espécies de anfibios anuros
que tiveram o sangue coletado foram: Rhinella diptycha, Rhinella gr. crucifer, Boana
lundii, Boana crepitans, Boana faber, Leptodactylus luctator, Leptodactylus fuscus e

Scinax cf. Fuscovarius (Figura 9).

Tabela 3 — Quantidade de individuos com material sanguineo coletado por ponto

amostral e por espécie.

Espécies
K *
5 5 8
Pontos amostrais s B < - S &
S S - 3 S “ O S
X ~ = = = 2] =
o S S = Q, S S S 7
§ 5 8§ 5 Y : 2 % 3 ¢
NN T A A SN - S &
& & Q Q Q ~ ~ A ~
M45 3 6 14 0 0 8 0 1 32 C
M28 5 1 2 0 0 1 0 1 10 C
M24 7 6 2 2 0 3 0 3 23 C
M16 12 0 3 0 0 13 0 0 28 C
M14 2 2 1 0 0 2 0 0 7 C
M6 3 5 1 3 0 4 0 0 16 C
M4 11 6 1 0 0 2 0 0 20 C
J4 5 9 3 0 0 0 0 1 18 I
J17 1 4 3 0 0 0 0 0 8 I
124 12 0 0 0 0 1 0 0 13 I
J40 2 0 0 0 0 0 0 0 2 I
J42 8 2 1 0 0 1 0 0 12 I
J46 0 0 1 0 0 1 0 0 2 I
J60 2 0 0 0 1 12 0 0 15 I
J106 2 0 2 0 6 8 0 0 18 I
J173 0 0 0 0 0 10 O 0 10 I
J190 8 0 4 0 2 21 0 1 36 I
J251 4 0 4 0 3 15 0 2 28 I
J294 0 0 0 0 0 6 2 1 9 I
J314 5 0 0 1 1 4 0 0 11 C
ESEC** 0 0 0 0 0 16 15 0 31 C
Total de individuos 92 41 42 6 13 128 17 10 349 -
Total de pontos 17 9 14 3 5 18 2 7 ) )

amostrados
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Legenda: *Classificagdo da area em Controle (C) e impactada (I). **ESEC: Os
pontos amostrais da Estacdo Ecologica de Pirapitinga (J446, J447, J453) foram
considerados como um unico ponto amostral.

A espécie L. luctator apresentou o maior numero de individuos (abundancia) com

n=128 representando 36,68% do total de individuos amostrados. Também abrangeu o
maior nimero de pontos de coleta estando presente em 18 dos 21 pontos amostrais. R.
diptycha foi a segunda espécie com maior abundancia de individuos (n=92). Também foi
a segunda espécie que abrangeu mais pontos amostrais, estando presente em 17 pontos.
A terceira espécie com maior abundancia de amostras coletada foi a B. faber (n=42),
estando presente em 14 pontos amostrais.

R. gr. crucifer com n=41 foi a quarta espécie com maior numero de amostras e
abrangeu 9 pontos de coleta. A espécie L. fuscus ficou em quinto com n=17, coletada em
apenas 2 pontos amostrais (J294 e ESEC). Sendo que apenas 2 individuos — o que
representou 11,76% do total de L. fuscus coletados — foram coletados em area
impactada. Em sexto, B. crepitans com n=13, sendo coletados em 5 pontos amostrais
diferentes; S. cf. fuscovarius em sétimo com n=10 e em 7 pontos amostrais diferentes.

A espécie B. lundii foi a que teve o menor nimero de individuos (n=6) com amostra
coletada representando 1,72% do total de amostras. Além disso, esta espécie foi coletada

em apenas 3 pontos amostrais (M24, M6 e J314), sendo todos de 4reas controle.

Tabela 4 - Quantitativo da identificacdo dos individuos quanto ao sexo (masculino e

feminino) e estagio de desenvolvimento (jovem e adulto).

Sexo Estagio de desenvolvimento

Espécies Masc.d  Fem.Q NI Jovem  Adulto NI
R. diptycha 19 24 49 40 44 8
R. gr. crucifer 22 11 8 4 21 16
B. faber 20 16 6 15 19 8
B. lundii 2 1 3 2 2 2
B. crepitans 9 2 2 2 8 3
L. luctator 44 51 33 68 39 21
L. fuscus 13 1 3 3 14 0
S. ¢f. fuscovarius 4 0 6 1 1 8
Total de individuos 133 106 110 135 148 66

Legenda: NI - Nao identificado.

Do total de individuos analisados, 38,1% eram machos, 30,4% fémeas e em 31,5%

nao foi possivel identificar o sexo. Essa alta taxa de individuos com sexo nado identificado
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pode ter influenciado os modelos estatisticos, tornando-a uma varidvel explicativa nao
significativa pela auséncia de informacao (Tabela 4).

Em relacdo ao estdgio de desenvolvimento, constatou-se que 38,7% eram jovens,
42,4% adultos e 18,9% nao tiveram o estagio identificado. Embora a taxa de individuos
ndo identificados em relacdo ao estagio de desenvolvimento seja menor que a de sexo,
ela também pode ter influenciado os modelos estatisticos devido a falta de dados,

representando quase um quinto do total de individuos analisados (Tabela 4).

Tabela 5 — Caracteristicas morfoldgicas das espécies de anuros coletadas as
margens do Rio Paraopeba e pontos controle. Média [valor minimo - valor maximo] do

comprimento rosto cloacal (CRC) e massa dos individuos com os respectivos valores

minimo e maximo para cada espécie.

Massa
Espécies CRC Corporal
(mm)
(8)
‘ 88,96 113,38
R. diptycha [15,04-187,40] [3,91-689,00]
, 71,46 33,61
R gr. Crucifer [37,14-91-80] [5,13-74,15]
69,05 21,64
B. faber [38,15-89,72] [2,47-45,16]
B 57,09 11,96
B. lundii [47,32-70,97] [6,40-24,11]
. 50,96 8,09
B. crepitans [39,98-65,64] [3,47-19,89]
L. luctator 64,13 i
[35,39-97,17] [3,38-77,01]
L 43,02 7,36
. fuscus [31,81-49,87] [3,04-11,86]
_ 37,26 3,34
S. ¢f. fuscovarius [27,68-44,48] [1,69-4,93]

A espécie R. diptycha apresentou a maior média de CRC (88,96 mm), bem como a
maior média da massa corporal (113,38 g). Em contrapartida, a espécie S. cf. fuscovarius
apresentou a menor média do CRC (37,26 mm) e a menor média da massa corporal (3,34

g) (Tabela 5).



Figura 9 - Espécies de anfibios anuros coletados: Leptodactylus luctator (a),

Leptodactylus fuscus (b), Rhinella diptycha (c), Rhinella gr. crucifer (d), Boana

crepitans (e), Boana faber (f), Boana lundii (g) e Scinax cf. fuscovarius (h).

45
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4.2. Metais e semimetais em sedimentos

Durante as trés campanhas, o ponto J46 foi o que apresentou a maior concentragao
média de Aluminio (459,51 ppm) (Tabela 6). Enquanto o ponto M24 registrou a menor
(138,28 ppm). Em relacdo ao Arsénio, sua maior concentragdo média ocorreu no ponto
J60 (2,62 ppm). Ja nos pontos M24, J46, J106 e J314, as concentragdes ficaram abaixo
do Limite de Detec¢ao do Método (LDM) (0,82 ppm) (Tabela 6).

O Cadmio permaneceu abaixo do LDM (0,2 ppm) em todos os pontos. O Cobalto
teve sua maior concentracdo média no ponto J46 (9,15 ppm) e a menor no ponto J314
(2,42 ppm). O Cromo apresentou sua concentracdo média mais alta no ponto J251 (4,10
ppm) e a mais baixa no ponto J4 (0,34 ppm). Ja para o Cobre, a concentracdo média mais
elevada foi observada no ponto J46 (11,34 ppm), enquanto a mais baixa foi no ponto
J314 (3,37 ppm) (Tabela 6).

Quanto ao Ferro, sua maior concentragdo média foi registrada no ponto M24
(618,19 ppm), e a menor no ponto J314 (281,64 ppm) (Tabela 6). O mercurio teve a
maior concentragdo média no ponto M45 (0,10 ppm) e a menor no ponto J314 (0,02
ppm). O Manganés registrou sua maior concentragdo média no ponto M24 (227,08 ppm)
¢ a menor no ponto J314 (71,23 ppm) (Tabela 6). Para o Niquel, a maior concentragao
média foi encontrada no ponto J46 (2,90 ppm) e a menor no ponto J314 (0,94 ppm). O
Chumbo apresentou sua maior concentracdo média no ponto J46 (7,33 ppm) e a menor
no ponto J4 (1,95 ppm). Por fim, o Zinco registrou sua maior concentra¢cao no ponto J60
(9,06 ppm) e a menor no ponto J42 (3,14 ppm) (Tabela 6).

No ponto J46, foram registradas as maiores concentragcdes médias de aluminio,
cobalto, cobre, niquel € chumbo, com valores de 459,51 ppm, 9,15 ppm, 11,34 ppm, 2,90
ppm e 7,33 ppm, respectivamente.

No ponto J314, foram registradas as menores concentragdes médias de Arsénio,
abaixo do Limite de Detec¢ao do Método (LDM) (0,82 ppm); o Cobalto com 2,42 ppm;
o Cobre com 3,37 ppm; o Ferro com 281,64 ppm; o Mercurio com 0,02 ppm; o Manganés

com 71,23 ppm; e o Niquel com 0,94 ppm.
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Tabela 6 - Média das concentragdes de metais e semimetais em ppm (partes por
milhdo, mg/Kg) durante as 3 campanhas.

Pontos Metais e semimetais
amostrai

] Al As Cd Co Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Zn
M45 306,72 2,65 0,20* 8,60 3,19 6,16 44737 0,10 164,64 2,03 446 643
M28 295,05 1,50 0,20* 5,73 1,41 5,16 362,85 0,07 14551 1,68 439 4,73
M24 138,28 0,82* 0,20* 6,95 0,79 5,64 618,19 0,09 227,08 2,13 4,87 4,66
MI16 256,63 1,69 0,20* 7,30 1,06 4,57 373,40 0,05 142,95 194 449 484
M14 22421 1,30 0,20 6,61 1,89 6,70 348,65 0,07 143,72 193 343 7,17
M6 212,00 245 0,20*% 6,02 1,12 4,48 337,64 0,05 134,13 1,80 3,25 498

J4 192,80 1,92 0,20 431 034 3,78 32434 0,05 131,41 1,29 195 3,19
J17 249,00 1,71 0,20* 542 1,06 583 351,31 0,07 150,20 1,85 4,14 5,16
J24 376,67 1,35 0,20*% 8,32 1,71 8,17 335,17 0,05 130,29 2,48 5,78 7,06
J42 278,79 2,16  0,20* 3,16 0,51 3,44 318,10 0,03 119,45 1,01 4,52 3,14
J46 459,51 0,82* 0,20* 9,15 3,54 11,34 446,20 0,06 190,09 290 7,33 8,05
J60 393,00 2,62 0,20* 3,85 1,07 8,58 351,08 0,08 142,11 2,70 3,62 9,06
J106 266,37 0,82* 0,20* 5,02 0,85 6,49 47829 0,06 204226 1,64 5,07 8,16
J173 334,17 1,16 0,20* 3,65 1,35 6,79 37441 0,06 148,57 1,75 391 6,53
J190 323,65 1,62 0,20*% 555 1,12 6,71 37583 0,05 149,81 1,74 6,01 6,13
J251 336,63 1,08 0,20* 547 4,10 6,20 337,48 0,06 128,64 1,82 524 6,90
J314 385,88 0,82* 0,20* 2,42 1,44 3,37 281,64 0,02 7123 094 442 3,65

*Legenda: Valores abaixo do Limite de Deteccdo do Método (LDM). O LDM do

metal e semimetal é o valor indicado na tabela antes do asterisco (*).

4.3. Anomalias nucleares avaliadas

A espécie L. luctator teve o maior nimero de ldminas (379) avaliadas,

representando 36,62% do total de 1aminas (Tabela 7). O ponto J190 teve o maior nimero

de laminas (104) avaliadas e também a maior média de laminas avaliadas por organismo

(13). Os pontos J40 e J46 tiveram a menor quantidade de 1aminas (6) avaliadas e também

a menor média (0,8) por organismo (Tabela 7).

A segunda espécie com maior nimero de laminas avaliadas foi a R. diptycha (275),

representando 26,57%. E O segundo ponto com maior quantitativo de laminas avaliadas

foi 0 M45 (94) e também teve a maior média (11,8) por organismo (Tabela 7).
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Tabela 7 - Quantitativo de laminas por espécie e por ponto amostral com suas

respectivas médias.

% Y S
% i”? 5 S § § < § —_ =
Pontos 2 N S N . S S S s e
. S O = = ) R N 2 o 3
amostrais = o : 5 = = S = =
an Q q ~ .
= - q ~ S
= .
%)
M45 9 18 42 0 0 22 0 3 94 11,8
M28 15 5 6 0 0 3 0 1 30 3,8
M24 21 18 6 6 0 9 0 6 66 8,3
s M16 37 0 10 0 0 39 0 0 86 10,8
g M14 6 6 3 0 0 6 0 0 21 2,6
g M6 9 15 3 9 0 12 0 0 48 6,0
Q M4 33 18 3 0 0 6 0 0 60 7,5
5 14 16 27 10 0 0 0 0 4 57 7,1
g‘ J17 3 12 9 0 0 0 0 0 24 3,0
. J24 36 0 0 0 0 3 0 0 39 49
§ J40 6 0 0 0 0 0 0 0 6 0,8
g J42 24 6 3 0 0 3 0 0 36 4.5
= J46 0 0 3 0 0 3 0 0 6 0,8
“;"i J60 6 0 0 0 3 36 0 0 45 5,6
2 J106 6 0 6 0 17 24 0 0 53 6,6
= J173 0 0 0 0 0 28 0 0 28 3,5
§ J190 22 0 12 0 4 63 0 3 104 13,0
o J251 11 0 11 0 7 44 0 6 79 9,9
1294 0 0 0 0 0 18 6 3 27 3,4
J314 15 0 0 3 3 12 0 0 33 4,1
ESEC* 0 0 0 0 0 48 45 0 93 11,6

Total 275 125 127 18 34 379 51 26 1035 1294
Média 131 60 60 09 16 180 24 1,2 493 -

Legenda: *ESEC - Os pontos amostrais da Estagdo Ecologica de Pirapitinga (J446,
J447, J453) foram considerados como um Unico ponto amostral.

As anomalias nucleares em eritrécitos (Figura 10) foram identificadas e
classificadas, de acordo com Fenech et al.,2003 e Carrasco et al., 1990, em: nuacleo

normal, micronucleo, nticleo bebbled, ntiicleo lobulado e bintcleo.



49

Figura 10 - Micronucleo (MN) e outras anomalias nucleares (AN) em eritrocitos das
espécies de anfibios analisadas em microscopio 1000X. Nucleo normal (a), microntcleo

(b), nucleo bebbled (c), nucleo lobulado (d) e binucleo (e).

Fonte: A autora.
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O ponto com maior frequéncia de anomalias nucleares foi o ponto J60 (92 %o) na
espécie de B. crepitans, em seguida o ponto com maior frequéncia de anomalias
nucleares foi o J4 (18,61%o) na espécie de R. gr. Crucifer (Tabela 8). No entanto, a maior
média de frequéncia de anomalias foi no ponto J4 (9,47%o), seguido do ponto J60
(6,45%0). O ponto J173 foi o que apresentou a menor média da frequéncia de anomalias

nucleares, com 0,05%o (Tabela 8).

Tabela 8 — Frequéncia de anomalias nucleares (%o) em eritrocitos de anuros

coletados ao longo do Rio Paraopeba e pontos controle por espécie e por ponto.

N —

S s o5 g § % 0% Of o
T8 I F ¥ 2 Of w08

N - < S RS . vy O —

o S R & 2 3

Q ~ = > ":\ E

M45 N 041 N N 006 050 025 025 0,30
M28 N 0,25 N N 0,00 0,15 0,00 0,00 0,13
M24 N 0,13 0,00 N 0,00 061 358 0,00 1,13
MI16 N 0,17 N N 290 0,92 N N 1,76
Ml14 N 0,00 N N 0,00 0,13 0,38 N 0,14
M6 N 0,25 0,17 N 0,00 1,00 3,30 N 1,27
M4 N 0,25 N N 0,13 048 0,29 N 0,38
J4 N 0,33 N N N 040 18,61 0,00 947
J17 N 0,00 N N N 1,75 5,25 N 2,84
J24 N N N N 0,00 0,81 N N 0,75
J40 N N N N N 046 N N 0,46
J42 N 0,00 N N 0,00 0,78 0,50 N 0,60
J46 N 0,25 N N 000 N N N 0,13
J60 92,00 N N N 0,35 0,25 N N 6,45
J106 1,33 0,13 N N 0,03 0,13 N N 0,49
J173 N N N N 0,05 N N N 0,05
J190 0,38 0,88 N N 0,18 0,75 N 0,50 0,40
J251 1,17 0,56 N N 025 0,81 N 0,38 0,48
J294 N N N 0,00 0,08 N N 0,00 0,06
J314 0,50 N 000 N 0,13 040 N N 027
ESEC* N N N 0,12 025 N N N 0,19

Média geral 8,06 0,35 0,08 0,10 044 0,64 565 0,15 1,34
Observagao: a média geral considera a quantidade de individuos por ponto

amostral.
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Legenda: N - ndo teve individuo coletado nesse ponto; *ESEC - Os pontos amostrais
da Estacao Ecologica de Pirapitinga (J446, J447, J453) foram considerados como
um unico ponto amostral.

4.4. Selecao de variaveis, analises e modelos

Apoés a avaliagdo dos 5 modelos, os modelos 3, 4 ¢ 5 foram os que melhor
explicaram a interacao entre os dados, segundo o r? € a diagnose basica.

No Modelo 3 (Tabela 9), grande parte dos metais € semimetais que apresentaram
alguma significancia estatistica (As, Cu, Fe, Hg, Mn, Zn) o estimate foi negativo, o que
indica uma proporcionalidade inversa dessas varidveis explicativas com a variavel
resposta (frequéncia de anomalias nucleares). Ou seja, segundo o Modelo 3, quanto
maior a concentracdo desses metais e semimetais, menor a frequéncia de anomalias
nucleares.

A distancia da confluéncia também apresentou diferenca estatistica para quase todos
os metais, sendo esta também inversamente proporcional, quanto maior a distancia do
ponto de confluéncia, menor a frequéncia de anomalias nucleares (Tabela 9). O CRC
apresentou significancia (p < 0,01) para todos os metais e semimetais avaliados, porém
neste caso o estimante foi positivo (Tabela 9).

J& em relacdo as espécies avaliadas, somente Boana faber, Rhinella diptycha e
Leptodactylus luctator apresentaram alguma significancia estatistica em relagdo a

presenca dos metais e semimetais avaliados (Tabela 9).
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Tabela 9 - Significancia estatistica das variaveis explicativas no Modelo 3.

Modelo 3

Al As Cd Co Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Zn
metal N SRk NA N N Sk Sk Sk Jk* N N -*
int. _ksksk _ksksk keksk _ksksk _ksksk keksk _ksksk _ksksk _dkskek _ksksk _ksksk _dkskk
Dlst . _% %k _% _% -, _% Kk _% _% N _%
Seco N N N N - N -* N N N N N
Chuv. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
BF Xk _ksksk kK _ksksk _ksksk keksk _ksksk _ksksk _kskek _ksksk _ksksk _ksksk
BL N N N N N N N N N N N N
BC int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
RD Xk Xk kK Xk _ksksk kK XKk XKk _kk _kk kK _kk
RC N N N N N N N N N N N N
LL _kek _k kk _kk _kksk kk _kk _kk _kek _kk _kk _kek
LF int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
SF N N N N N N N N N N N N
Massa N - N N N N N - N N N N

Legenda: int. - intercept, CRC - comprimento rosto coaclal, Dist. - distdncia da confluéncia, Seco -
hidroperiodo seco, Chuv. - hidroperiodo chuvoso, BF - Boana faber, BL - Boana lundii, BC - Boana
crepitans, RD - Rhinella diptycha, RC - Rhinella gr. crucifer, LL - Leptodactylus luctator, LF -
Leptodactylus fuscus, SF - Scinax cf. fuscovarius, Sexo M - macho, Sexo F -fémea, N - ndo apresentou
diferenca estatistica significativa, I - intercept, hifen “-” - representa o valor negativo do estimate, p < 0

S 0,001 p<0,01 % p<0,05 P01 Tpsl.

No Modelo 4 (Tabela 10), grande parte dos metais e semimetais avaliados
apresentaram significancia estatistica, sendo o estimate negativo também.

A distancia da confluéncia também apresentou diferenca estatistica para quase todos
os metais, sendo esta também inversamente proporcional, quanto maior a distancia do
ponto de confluéncia, menor a frequéncia de anomalias nucleares (Tabela 10). No entanto,
no Modelo 4 a massa apresentou diferenca estatistica, sendo o estimante positivo, ou seja,
quanto maior foi a massa, maior frequéncia de anomalias nucleares verificadas. Isso
corrobora com o fato destes organismos acumularem algumas substancias ao longo da
vida, sendo razoavel pensar que o tamanho e a massa sao proporcionais ao tempo de vida
e o acimulo tende a aumentar com o tempo de vida, em uma 4rea contaminada
(ZOCCHE et al., 2014; FUENTES et al., 2020; OSMAN et al., 2021)

Ja em relacao as espécies avaliadas, somente Boana faber, Rhinella diptycha e
Leptodactylus luctator também apresentaram alguma significancia estatistica em relacao

a presenca dos metais e semimetais avaliados (Tabela 10).
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Tabela 10 - Significancia estatistica das varidveis explicativas no Modelo 4.

Modelo 4
Al As Cd Co Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Zn
metal N SRk NA N N Sk Sk ¥ Sk N N -*
int. ko _kkk ko ko _kksk ko _kkk ks _kkk _kkk ks _kkk
Dist. - _* _* _* _* _ _* _* _* _* N _*
Seco N N N N - N SEE N N N N N
Chuv. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
BF _¥ _kk _k%k k% _kk _k%k k% _kk k% k% _k% k%
BL N N N N N N N N N N N N
BC int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
RD _% _% _% k% %k _kok k% _% _% _% k% k%
RC N N N N N N N N N N N N
LL _* _* * kk k% ¥ ¥ _¥ ¥ ¥ %k ok
LF int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
SF N N N N N N N N N N N N
Massa * N * * * * N * N * * *

Legenda: int. - intercept, CRC - comprimento rosto coaclal, Dist. - distancia da confluéncia, Seco -
hidroperiodo seco, Chuv. - hidroperiodo chuvoso, BF - Boana faber, BL - Boana lundii, BC - Boana
crepitans, RD - Rhinella diptycha, RC - Rhinella gr. crucifer, LL - Leptodactylus luctator, LF -
Leptodactylus fuscus, SF - Scinax cf. fuscovarius, Sexo M - macho, Sexo F -fémea, N - ndo apresentou
diferenca estatistica significativa, I - intercept, hifen “-” - representa o valor negativo do estimate, p < 0
REE p <0,001 “** p<0,01 “*p=<0,05°p=<0,1°“’p=l1.

O Modelo 5 apesar de também ter apresentado significancia estatistica com o
estimate negativo para grande parte dos metais e semimetais avaliados, este modelo foi
o Unico que apresentou diferenca estatistica significativa diretamente proporcional a
variavel resposta para algum metal, no caso, o Cromo (< 0,05) (Tabela 11).

Existem estudos que investigam e apontam o Cr como um contaminante com
potencial efeito genotdoxico em girinos e sapos (FERNANDO et al.,, 2016; DO
NASCIMENTO MONTEIRO et al. 2018). Em seu estudo, Fernando et al. (2016),
constatou aumento da frequéncia de micronucleos em sapos da espécie apOs exposi¢ao
nas baixas concentragoes (0,0015; 0,003; 0,015; 0,03; 0,15 mg/L) de cromohexavalente

(Cr®*). Efeitos letais e subletais foram constatados em altas concentra¢des (0,002, 0,02,

0,2,1,0 e 2,0 mg/L) de Crb+, Apesar disso, ainda ndo € possivel concluir que a presenca
de Cromo no sedimento seria o principal responsavel pelo aparecimento de anomalias
nucleares no material sanguineo dos anfibios deste estudo.

A distancia da confluéncia também apresentou diferenca estatistica para quase todos

os metais, sendo esta também inversamente proporcional, quanto maior a distancia do
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ponto de confluéncia, menor a frequéncia de anomalias nucleares (Tabela 11). Outra
variavel que apresentou diferenca estatistica foi o estagio de desenvolvimento
classificado como jovem, em relacao a todos os metais e semimetais avaliados.

Os modelos que consideraram a frequéncia de todas as anomalias nucleares
(MN+AN) mostraram-se mais eficazes na explicagdo da relagdo entre as variaveis
explicativas e a varidvel resposta (frequéncia de anomalias nucleares), em comparagdo

com os modelos que as consideraram separadamente.

Tabela 11 - Significancia estatistica das varidveis explicativas no Modelo 5.

Modelo 5
Al As Cd Co Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Zn
metal N -k NA -* * -* ¥ N ¥ N N -
int _kskek _skeksk dkskek dkskek _okksk dkskek _kek _kksk kesksk kesksk _kkek kekesk
CRC N N N N N N N N N N N N
Dist. % k% % k% k% % k% % k% % % %
Seco N N N N N N - N N N N N
Chuv. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.
SexoM N N N N N N N N N N N N
Sexo F int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int. int.

Massa N N N N N N N N N N N N
Estagio

_kkek keksk kskek kskek _kksk kskek keksk _kkek keksk keksk _kkek skeksk
jovem
Estdgio . . . . . . . . . . . .
dult int. nt. int. int. nt. int. int. int. int. int. int. nt.
adulto

Legenda: int. - intercept, CRC - comprimento rosto coaclal, Dist. - distancia da confluéncia, Seco -
hidroperiodo seco, Chuv. - hidroperiodo chuvoso, Sexo M - macho, Sexo F -fémea, N - ndo significante, a,
I - intercept, hifen “-”- representa o valor negativo do estimate, p <0 “***’ p < 0,001 “*** p < 0,01 “*’ p <
0,05¢>p=<0,1“’p<1.



55

5, CONCLUSAO

Apesar da baixa incidéncia em certos trechos, as espécies L. luctator, R. diptycha e
B. faber demonstraram uma ampla distribuicdo ao longo da area de estudo, abrangendo
18, 17 e 14 pontos de coleta, respectivamente, dos 21 pontos amostrados neste projeto.
Portanto, a abundancia dessas trés espécies neste local, combinada com caracteristicas
naturais dos anuros (ex.: sensibilidade a mudancas ambientais e capacidade de transitar
entre ambientes aquaticos e terrestres), sugere que eles sejam potenciais bioindicadores
para o estudo em questao.

As concentragdes médias de Fe [281,64 ppm - 618,19 ppm], Al [138,28 - 459,51
ppm] e Mn [71,23 ppm - 227,08 ppm] no sedimento foram altas ao longo de todo o rio,
incluindo nas areas controle a montante e a jusante. As elevadas concentragdes desses
metais ao longo de todo rio sugerem que, a presenca desses metais ndo estd
necessariamente associada ao rompimento da barragem de rejeito de Brumadinho (2019),
mas possivelmente decorre das caracteristicas geoldgicas da regido, aliadas as intensas
atividades mineradoras locais. Contudo, as maiores concentracdes médias para
Aluminio, Arsénio, Cobalto, Cromo, Cobre, Niquel e Zinco foram pontos amostrados a
jusante do rompimento barragem.

A frequéncia média de todas as anomalias nucleares foi observada como sendo mais
elevada no ponto J4, o qual representa o primeiro local de coleta a jusante da confluéncia
do Rio Paraopeba com o Ribeirdo Ferro-Carvao. Embora esse indicio sugira uma
possivel associagdo, ele ndo fornece uma conclusao definitiva, destacando a necessidade
de investigagdes adicionais para a obten¢ao de resultados conclusivos.

Quando os metais e semimetais mostraram significancia estatistica em algum
modelo, essa significancia foi inversamente proporcional a varidvel resposta, exceto para
o Cromo (p < 0,05). No entanto, apenas com essa informag¢ao, ndo foi possivel concluir
que o Cromo seja o principal contaminante causador do efeito de toxicidade genética.

O sexo nao demonstrou significancia em nenhum modelo, o que pode ser atribuido
a falta de dados, conforme evidenciado anteriormente no estudo. Aproximadamente 31,5%
dos individuos nao tiveram seu sexo identificado.

O CRC mostrou significancia estatistica (p < 0,01) em todos os modelos que

utilizaram os metais e Arsénio (semimetal), baseado no Modelo 3 de varidveis
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explicativas, enquanto ndo demonstrou significAncia estatistica em nenhum dos que se
basearam no Modelos 5. O modelo 4 ndo incluiu a variavel CRC.

A massa nao apresentou significincia em nenhum dos Modelos 5, enquanto no
Modelo 4 foi significativa para quase todos os metais, com exce¢do do As, Fe e Mn. No
Modelo 3 mostrou significancia (p < 0,1) apenas para As ¢ Hg.

Dessa forma, conclui-se, portanto, que, embora haja evidéncias substanciais de
contaminagao por metais e semimetais ao longo do rio, devido a sua condi¢ao como uma
area que sofreu multiplos impactos ambientais, torna-se imprescindivel a realizagao de
estudos mais abrangentes e aprofundados para estabelecer uma conexao direta entre essa
contaminagdo e¢ o desastre ocorrido. A complexidade da regido, juntamente com a
presenca de diversas fontes potenciais de polui¢ao, demanda uma analise mais detalhada
para determinar com precisdo as origens e os efeitos da contaminagdo observada.
Portanto, investigacdes adicionais sdo essenciais para compreender completamente os
impactos ambientais e os riscos a saude publica associados ao desastre de Brumadinho

(MG).
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6. RECOMENDACOES

Sugere-se ampliar as analises genotoxicas com diferentes metodologias, como o
teste cometa, para avaliar danos ao DNA. Essa abordagem pode fortalecer as conclusdes
deste estudo.

Além disso, ¢ interessante investigar biomarcadores adicionais, como enzimas
hepaticas, estresse oxidativo e marcadores de resposta imunolédgica, para obter uma
compreensdo mais completa dos efeitos da contaminagao.

Expandir a pesquisa para incluir outras espécies de anfibios e organismos sensiveis
ao estresse ambiental em ambientes mineradores seria igualmente relevante,

enriquecendo nossa compreensao dos impactos da atividade mineradora.
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