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RESUMO

GIROTTO, L. Avaliacao da toxicidade aguda e cronica em girinos da espécie Lithobathes
catesbeianus expostos ao rejeito de mineracio proveniente do rompimento da Barragem
de Fundao (Mariana-MG). 2018. 108 f. Trabalho de Conclusao de Curso — Escola de
Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, 2018.

O setor de minerag¢do, embora economicamente importante, ¢ responsavel por diversos
impactos ao longo de seu processo, além daqueles relacionados aos riscos de desastres. O
rompimento da barragem do Funddo em Mariana-MG resultou no derramamento de 62
milhdes de m* de rejeito de mineragdo nos corpos hidricos da bacia do Rio Doce, afetando
toda a biota. Embora haja um aumento nas investigagdes, até o momento ndo foram
fornecidas informagdes suficientes para avaliagdo dos reais riscos causados, principalmente
para grupos mais vulneraveis, tais como os anfibios. Atualmente, os anfibios sdo um dos
principais grupos ameacgados de extingao ¢ a contaminacao de habitat ¢ apontada como um
dos principais fatores contribuindo para o declinio de diversas espécies. Visando a maior
compreensdo da magnitude dos danos causados sobre a biota, o presente trabalho buscou
simular as condi¢des do desastre em escala laboratorial, avaliando os efeitos agudos e
cronicos. Para isso, girinos de Lithobates catesbeianus foram expostos a diferentes dilui¢des
do rejeito de mineragdo proveniente do rompimento da barragem de Funddo — 10%, 25%,
50%, 75% e 100% - a partir de uma solucdo estoque contendo 50g de rejeito, coletado
posteriormente ao desastre ocorrido no municipio de Mariana, MG. Os periodos
experimentais foram de 96 horas para avaliacao de efeitos agudos e de 16 e 20 dias para
avaliagdo dos efeitos cronicos. Os endpoints analisados foram mortalidade, desempenho
natatorio, crescimento, desenvolvimento e taxa de consumo de oxigénio. A capacidade de
fuga e migracao dos girinos também foi avaliada pelo teste de evitamento. Além disso, foram
realizadas andlises quimicas para verificagdo dos metais presentes nas amostras dos diferentes
tratamentos. Foi constatado que o rejeito ndo causou mortalidade nos girinos, entretanto,
efeitos subletais na capacidade natatoria foram observados mesmo apos a exposi¢do aguda.
Os efeitos subletais foram intensificados apos a exposi¢do cronica, de forma que todos os
tratamentos mostraram uma diminui¢do na capacidade natatoria apos 16 dias. A taxa de
consumo de oxigénio em girinos expostos a 100% da solucdo de rejeito também foi inferior
aos demais tratamentos. O teste de evitamento mostrou que os girinos nao apresentam
comportamento de evitar os ambientes onde hd maior presenga do rejeito, podendo assim
permanecer expostos as diferentes concentragdes de metais por periodo prolongado. As
analises quimicas mostraram a presenga de Cd, Pb, Fe, Mn, Zn e Al, de forma que a
concentracdo desses metais aumentou proporcionalmente com a quantidade adicionada de
solugdo estoque. Este estudo mostra dados inéditos sobre a toxicidade gerada pelo rejeito de
minera¢do proveniente do desastre da barragem de Funddo em anfibios, ressaltando que
mesmo apresentando baixa toxicidade em termos de mortalidade, os efeitos subletais de
exposi¢cdo em longo prazo podem tornar as fases larvais desses animais susceptiveis a danos
fisiologicos e comportamentais. As consequéncias desses efeitos podem se estender em escala
populacional e gerar um desequilibrio ecossistémico local.

Palavras-chave: Desastres ambientais; Anfibios; Metais; Conservagdo; Ecotoxicologia;

Comportamento;






ABSTRACT

GIROTTO, L. Evaluation of acute and chronic toxicity of the mining tailings from the
rupture of Funddo Dam in tadpoles of Lithobathes catesbeianus (Mariana-MG). 2018.
108 f. Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos,
Universidade de Sdao Paulo, Sao Carlos, 2018.

Despite the economic importance, the mining sector is responsible for several
environmental impacts throughout its process, in addition to those related to disaster risks.
The rupture of the Fundao dam in Mariana-MG resulted in the spillage of 62 million m? of
mining tailings in the water bodies of the Rio Doce basin, affecting the entire biota. Although
there is an increase in investigations, the information provided to assess the real risks still
insufficient, especially for more vulnerable groups such as amphibians. Currently, amphibians
are one of the main groups threatened with extinction and habitat contamination is pointed out
as one of the main factors contributing to the decline of several species. Aiming at the greater
understanding of the magnitude of the biota damages, this present work sought to simulate the
conditions of the disaster in a laboratory scale, evaluating the acute and chronic effects. For
this, tadpoles of Lithobates catesbeianus were exposed to different volumetric proportions of
the mining tailings from the Funddo dam rupture -10%, 25%, 50%, 75% and 100% from a
stock solution containing 50g the tailing, which was collected after the disaster occurred in
Mariana, MG. The experimental periods were 96 hours for evaluation of acute effects and 16
and 20 days for evaluation of chronic effects. The endpoints analyzed were mortality,
swimming performance, growth, development and rate of oxygen consumption. The ability to
detect contaminated environments and migration of tadpoles was also evaluated by the
avoidance test. In addition, chemical analyzes were performed to verify the presence of metals
in the samples of the different treatments. It was found that the reject did not cause mortality
in tadpoles, however, sublethal effects on swimming capacity were observed even after acute
exposure of 16 days. The sublethal effects were intensified after chronic exposure, so that all
treatments showed a decrease in swimming capacity. The rate of oxygen consumption in
tadpoles exposed to 100% of the tailings solution was also lower than the other groups. The
avoidance test showed that tadpoles did not present behavior to avoid environments where
there were more tailings, making the animals exposed to the different concentrations of metals
for a prolonged period. The chemical analyzes showed the presence of Cd, Pb, Fe, Mn, Zn
and Al, so that the concentration of these materials increased according to the percentage of
stock solution. This study shows unpublished data on the toxicity generated by the mining
tailings from the dam of Fundao in amphibians, pointing out that even though they have low
mortality toxicity, the sublethal effects of long-term exposure can make the larval stages
susceptible to physiological and behavioral damages. The consequences of these effects can
extend into population scale and generate a local and regional ecosystem imbalance.

Keywords: Environmental disasters; Amphibians; Metals; Conservation; Ecotoxicology.
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1 INTRODUCAO

A atividade mineradora iniciou-se no Brasil colonial, dada a necessidade econdmica
de exploracao de outros produtos além do pau-brasil, acucar e tabaco. Com a descoberta de
jazidas de ouro durante o século XVIII, o pais tornou-se o maior produtor mundial do
minério. Desde entdo, este setor tem passado por diversos ciclos de ascensdo e queda
(MINERAL (CETEM); BARRETO, 2001).

As maiores jazidas foram descobertas durante o século XX e, a partir desse periodo, o
setor de mineragdo passou a representar uma parcela significativa da economia nacional,
chegando em 2014 a ser responsavel pela geracdo de 4% de todo o PIB do pais (BRASIL,
2014). O Brasil ¢ um dos maiores exploradores de minérios do mundo, sendo o segundo
maior se tratando de minério de ferro, com cerca de 235 milhGes de toneladas extraidas
anualmente. Este valor representa cerca de 18% do total de ferro extraido mundialmente
(FREITAS; SILVA; MENEZES, 2016). Atualmente, as empresas Companhia Vale do Rio
Doce, Companhia Siderurgica Nacional, a Feterco Mineragdo, Mineracdo de Trindade,
Itaminas Comércio de Minérios e Samarco Mineragao representam as maiores exploradoras
de minério de ferro do pais e apresentaram, em um intervalo de 10 anos, um crescimento de
550%, o que favoreceu um crescente aumento de investimentos recebidos (FREITAS;
SILVA; MENEZES, 2016).

Apesar dos beneficios econdmicos gerados para o pais, a atividade de mineragdo
apresenta diversos impactos que podem ser alocados nas seguintes categorias: poluicao do ar,
poluicao sonora, poluicdo da dgua, incéndios causados pelo carvao, subsidéncia do terreno e
rejeitos radioativos (CPRM, 2002). Entretanto, ¢ necessario ressaltar que, além dos impactos
citados anteriormente, existe a possibilidade de desastres ambientais resultantes de falhas nao
previstas (MINERAL CETEM; BARRETO, 2001). Neste contexto, destaca-se o acidente
ocorrido no municipio de Mariana-MG, em novembro de 2015, onde se deu o rompimento da
barragem de Fundao, resultando na contaminacdo por rejeitos de mineragao de diversos
corpos hidricos ao longo da bacia do Rio Doce, os quais atingiram posteriormente 0s
ambientes marinhos.

Esse acontecimento levantou questdes importantes relacionadas aos danos sociais e
ambientais, tais como a perda de vidas, contaminacao de agua e solo, destruicdo de habitats,
entre outros. Devido a imensa propor¢do do desastre, ndo se sabe ao certo as reais

consequéncias dos impactos gerados aos diversos ecossistemas e, consequentemente, as
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interagdes bioldgicas envolvendo organismos de diversos niveis troficos da bacia do Rio
Doce. Para compreender melhor a magnitude dos impactos de tal evento, instituicdes e
centros de pesquisa, tais como o Nucleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA-USP)
e a Universidade Estadual Paulista (UNESP) em conjunto com o Grupo Independente de
Avaliacdo de Impacto Ambiental (GIAIA), vém direcionando esfor¢os para avaliar os efeitos
associados aos aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos da liberacdao de rejeitos de mineragao
para o municipio de Mariana, MG e demais areas envolvidas.

O presente estudo teve como intuito analisar os efeitos do aporte do rejeito de
mineragdo sobre os anfibios da espécie Lithobates catesbeianus, que durante sua fase
aquatica, podem ter sido afetados de diversas formas, direta ou indiretamente, pelas alteragdes

ambientais drésticas resultantes do desastre ocorrido no municipio de Mariana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacao por residuos de mineracio e o desastre de Mariana-MG

O processo de extragdo mineral ¢ extremamente impactante ao meio ambiente em suas
diversas etapas (SILVA; VIDAL; PEREIRA, 2001). Na fase de lavra, isto €&, retirada do
minério do solo, o maior impacto provém da falta de planejamento, o qual pode levar ao
surgimento de processos erosivos. Durante o beneficiamento, ou processamento do minério,
obtém-se o “concentrado”, que ¢ a fragdo de minério de interesse econdmico, € 0 “rejeito”,
constituido de minerais sem importancia comercial e outras substancias, utilizadas durante o
processo, que sao descartadas (TEIXEIRA et al., 2000; GUILHERME et al., 2005).

A composicao do rejeito varia de acordo com o processo pelo qual passa o minério.
No processo de beneficiamento do caulim, por exemplo, ha uma elevada concentracdo de
cadmio (SILVA; VIDAL; PEREIRA, 2001), enquanto o método de extracao fisico-quimica
do ouro apresenta mercurio em seu rejeito (GALVAO; COREY, 1987). J4 a extragdo quimica
do niquel apresenta contaminag¢des por cromo (GARNIER et al., 2006). Além disso, lavras
onde sdo produzidos rejeitos ricos em sulfetos de ferro, que na presenca de oxigénio e
umidade oxidam-se desencadeando o processo de acidificacao, sdo marcadas pela presenca da
chamada “drenagem acida de mina” (DAM). As DAM intensificam a contaminac¢ao por
metais, disponibilizando suas formas de maior mobilidade no ambiente (FUNGARO, 2005).

No contexto de contaminagdo por rejeitos provenientes da atividade de mineragdo,
destaca-se o desastre ambiental ocorrido no municipio de Mariana, estado de Minas Gerais.
Na ocasido, houve o rompimento da Barragem do Funddo, uma das trés barragens de
contencdo de rejeito pertencentes a Mineradora Samarco, resultando na liberagdo de cerca de
62 milhdes de metros cubicos de rejeito (OLIVEIRA, 2016). A tsunami de lama, composta
por agua, rejeitos solidos e metais, extravasou a barragem de Santarém e atingiu também a
barragem do Germano, mesmo que nenhuma apresentasse sinais de instabilidade apds o
acidente. O rejeito extravasado venceu as barragens em seu caminho e atingiu primeiramente
os distritos de Bento Rodrigues e Paracatu de Baixo, extendendo-se ao longo de quase 700
km, afetando outras 41 cidades até alcancar a foz do Rio Doce, no Espirito Santo
(OLIVEIRA, 2016). Adicionalmente, nos locais de maior velocidade da lama, houve a
destruicdo de 1469 hectares de mata, sendo 770.23 hectares pertencentes a areas de

preservagdo permanente. Entre as areas de preservagdo afetadas estdo uma area de protecdo
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ocupada por indios Krenak, trés Unidades de Conservacdo de Protecdo Integral e seis
Unidades de Conservagao de Uso Sustentavel (IBAMA, 2015).

As consequéncias do desastre englobam os aspectos sociais, econdmicos € ambientais.
No ambito social, houveram perdas imensas, tais como a morte de dezenove pessoas e
centenas de familias desabrigadas (IBAMA, 2015; SANTOS, 2017). No ambito econdmico,
foram registradas diversas perdas de infraestrutura e bens materiais das cidades, além da
paralisacdo das atividades da Mineradora Samarco que sustentava a economia local
(RODRIGUES, 2017; VALE, 2017). Por fim, no ambito ambiental foram afetados diversos
segmentos do meio biodtico e abidtico, os quais ainda ndo sdo suficientemente contabilizados
devido a escassez de estudos. A liberagdo de grande volume de lama pode causar
compactagdo e impermeabilizacdo do solo quando seca, alteragdo dos parametros fisico-
quimicos que resultariam na infertilidade da regido, além da eutrofizagdo, assoreamento e
mudan¢a no curso dos corpos hidricos afetados (SANTOS, 2017; IBAMA, 2015). Além
destes efeitos, direta e indiretamente relacionados aos pardmetros fisico-quimicos provocados
pela lama, estdo aqueles relacionados ao alastramento dos residuos de contaminacao quimica
do solo e agua.

Os metais sdo os poluentes mais abundantes nos ecossistemas aquaticos, e foi
confirmado que o rejeito apresenta uma alta concentracdo destes elementos, sobretudo de
arsénio e manganés, juntamente com ferro, aluminio, cromo, chumbo e outros (BARBA,
2015). Os metais sdo elementos que ocorrem de maneira natural no ambiente, sendo alguns
necessarios para fungdes fisiologicas em diversos organismos (KARAN et al.,, 1998;
MCGEER et al., 2000). Entretanto, a contaminagdo por tais compostos causa preocupagao por
ndo serem biodegradaveis, apresentarem alta toxicidade, possuirem potencial de induzir danos
ao material genético, além de terem a capacidade de bioacumulacdo, sendo diretamente
absorvidos através da agua, ou indiretamente através da cadeia alimentar (BAIRD, 2002).
Embora se tenha consciéncia de que impactos irreversiveis foram causados pelo desastre
sobre os mais variados ecossistemas, o ambiente aquatico merece especial atencdo, por ser
receptor final das atividades do seu entorno, sendo considerado o ecossistema mais ameacado
da atualidade, sobretudo em relacdo a perda de biodiversidade (SALA et al., 2000;
DUDGEON, 2005). Além das consequéncias diretas causadas pela contaminacao
propriamente dita, a liberacao dos rejeitos acelera o processo de eutrofizacao pelo aumento na
concentracdo de nutrientes e producdo primaria (HUTCHINSON, 1957). Esses processos
alteram o equilibrio da biota, aceleram processo de assoreamento, diminuem os niveis de

oxigénio, o que resulta no estabelecimento de condi¢des improprias para o desenvolvimento
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de determinados organismos e consequentemente, a reducdo na diversidade de espécies
(TALAMONI; OKANO, 1997).

O rompimento da barragem do Funddo no municipio de Mariana (MG) merece
especial atencdo, uma vez que se trata de um evento em escalas sem precedentes no Brasil e
as informagdes disponiveis até o momento sdo insuficientes para prever os reais riscos
ambientais estabelecidos em longo prazo para as areas proximas a regido atingida. Deve-se
considerar ainda que, sendo um acontecimento recente, pesquisas cientificas e coletas de
dados encontram-se em progresso, fato que retarda a disponibilidade de resultados, os quais
sdo requeridos em nivel de urgéncia. A toxicidade do rejeito e o tempo de recuperagdo do Rio
Doce sdao questdes que demandam mais estudos para a obtengdo de resultados conclusivos.
Por esse motivo, pesquisas envolvendo analises de risco para espécies vulneraveis sao

indispensaveis em programas de recuperacao e conservagao da area.

2.2 Efeito antropico sobre os anfibios

Nas ultimas décadas, a populagdao de anfibios vem apresentando declinios em niveis
preocupantes em escala mundial (ALFORD; RICHARDS, 1999). Segundo a “International
Union for Conservation of Nature” (disponivel em AmphibiaWeb, 2017) cerca de 43% de
todas as espécies de anfibios ja identificadas no mundo estdo em processo de declinio
populacional, enquanto outras 32% estdo ameacadas de extin¢do. Este declinio populacional
vem ocorrendo de maneira mais acentuada em espécies de anfibios encontradas na América-
do-Sul, sendo tais quedas registradas desde a década de 1980 (HEYER et al., 1988; CAREY,
1993). Dentre as principais causas deste fenomeno estdo a destruicdo de habitats, presenca de
predadores, contaminagdo e a utilizagdio como alimento ou animais de estimacao
(GARDNER, 2001), além das doengas e das mudancas climaticas (HERMAN; SOCOTT,
1992).

Devido ao ciclo de vida bifasico, os anfibios podem ocorrer nos ecossistemas aquatico
e terrestre, em determinados periodos de seu desenvolvimento, fato que os tornam organismos
bastante sensiveis e vulneraveis as alteragdes ambientais. Além disso, os anfibios sao
organismos altamente susceptiveis a absor¢do de substincias quimicas, incluindo metais,
devido a permeabilidade da pele tanto em adultos quanto em girinos (DEGARADY;
HALBROOK, 2006). Durante seus estagios de vida larvais, os anfibios normalmente ocupam
pequenos corpos d’agua com baixo volume de agua, onde outros organismos aquaticos, tais

como peixes, ndo ocorrem. Nesses ambientes, muitas vezes formados pelos encharcados de
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areas apds periodos de chuvas prolongadas, o baixo volume de 4dgua carrega consigo
concentragdes de contaminantes presentes no solo, disponibilizando-os a fracdo de 4dgua na
qual os girinos estdo restritos até completarem a metamorfose. As concentragdes de poluentes
nesses ambientes normalmente sao muito mais altas que aquelas encontradas em ambientes
com maior volume de dgua, devido a baixa diluigdo.

Até o momento, pouquissimos relatos foram feitos sobre os efeitos causados pelo
rompimento da barragem do Fundao, em Mariana — MG para espécies de anfibios. Entretanto,
o desastre mostra-se como uma importante ameaga ao grupo, uma vez que apresenta, em
grande proporg¢do, dois dos principais fatores que contribuem para o declinio de espécies de
anfibios no mundo. O primeiro, notavelmente marcado pela destruicdo de habitats, devido a
extensdo da mancha de lama ao longo de quase 700 km em corpos hidricos da bacia do Rio
Doce, adicionada a destruicdo de cerca de 1469 hectares de mata ciliar (IBAMA, 2015). O
segundo ¢ gerado pela contaminagdo ambiental, devido a propagacao de rejeitos de mineragdo
e ao consideravel aumento na concentragdo de metais, tais como Cadmio (Cd), Niquel (Ni),
Cromo (Cr), Cobalto (Co), Mercurio (Hg), Vanadio (V), Zinco (Zn), Arsénio (As), Chumbo
(Pb), Cobre (Cu) e Litio (Li), em areas previamente ndo contaminadas (IBAMA, 2015).

Desta forma, ndo somente a destruicdo de habitats, mas a alteragdo da qualidade
ambiental, a qual envolve diversos aspectos, dentre eles a alteracdo do uso do solo e a
contaminagdo de sistemas naturais, devem ser considerados como referéncia para desvendar
0s riscos sob os quais espécies nativas estao enfrentando frente ao desastre. A falta de estudos
destinadas a area, mantém uma lacuna sobre as principais consequéncias do evento no Brasil,
dificultando a agdo de medidas protetivas para grupos e espécies mais ameagados. Na India,
uma reducdo de 50% da riqueza de anfibios foi registrada em 4reas com atividade de
mineracao (KRISHNAMURTHY; HUSSAIN, 2004), mesmo que um desastre ambiental na
mesma magnitude que aquele ocorrido no Brasil ndo tenha se estabelecido.

Embora, na maioria das vezes, as consequéncias de desastres ambientais que
envolvam contaminacdo sejam mensurados pelos efeitos letais imediatos, interferéncias
cronicas que afetem a fisiologia e a bioquimica dos individuos podem ser estabelecidos sem
que haja mortalidade dos organismos, devido a caracteristica de bioacumulagdo dos metais
(LAM; GRAY, 2003). Por exemplo, metais como o cobre podem causar alteracdes no
crescimento e desenvolvimento dos girinos, induzir malformagdes e alterar o comportamento
de natagdo, os quais resultam no aumento do risco de predacdo e na diminuicdo da
probabilidade de sobrevivéncia (GARCIA MUNOZ et al., 2009). Devido & importancia destes

organismos na cadeia trofica, que ao se alimentar de insetos e outros invertebrados sdo
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responsaveis pelo controle de diversas pagas, além de servirem de alimento a serpentes, aves
e mamiferos, as alteragdes que resultem em declinios populacionais dos anfibios podem

resultar em desequilibrios ambientais significativos.

2.3 Estudos ecotoxicologicos em areas contaminadas

Muitas vezes, a contaminagdo presente em um ecossistema se mostra imperceptivel as
analises quimicas convencionais. Neste contexto, os estudos ecotoxicologicos buscam
evidenciar a presenca de contaminantes e avaliar seus efeitos sobre a biota, utilizando para
isso organismos conhecidos, sensiveis a perturbacdes (LEBBORONI et al., 2006) e com
representatividade na cadeia trofica (VASCONCELQOS, 2014).

Os testes de toxicidade resumem-se na exposi¢ao de organismos selecionados as
substancias de interesse, utilizando diferentes concentragdes ou tempos de exposicdo, com
posteriores analises de sobrevivéncia, mortalidade, comportamento, morfologia, fisiologia e
outras respostas dadas pelos organismos de acordo com o estudo (RAND; PETROCELLI,
1985). Desta forma, ¢ possivel chegar a informagdes como: niveis maximos de contaminantes
permitidos no ambiente, grau de periculosidade; efeitos sobre a biota manifestados nos mais
variados niveis (COSTA et al.,, 2008), como efeitos letais e subletais; alteragdes no
desenvolvimento e reproducdo; desordens comportamentais e muitos outros (BAUDO, 1987).

A exposicdo aguda consiste no contato do organismo com o agente quimico em um
evento unico durante um curto periodo de tempo (ADAMS, 1995). E possivel observar neste
tipo de exposi¢do efeitos imediatos do toxico sobre o organismo (TOMITA; BEYRUTH,
2002), sobretudo a letalidade, resultado a partir do qual se pode determinar a concentragao
letal para metade da populagdo (CL50) (RAND; PETROCELLI, 1985). Por outro lado, a
exposicao cronica ocorre durante um periodo de tempo mais longo, com concentragdes
menores, porém com a liberagdo de substancias continuamente ou seguindo uma
periodicidade. De acordo com o agente toxico estudado, os efeitos podem ser observados
rapidamente ou ao longo do ciclo de vida do organismo (TOMITA; BEYRUTH, 2002),
dependendo de seu grau de toxicidade e mecanismos de acao.

Outro tipo de estudo que tem se mostrado bastante eficaz na andlise dos efeitos de
agentes quimicos sobre a biota sdo os testes de comportamento. Muitas vezes, substancias
quimicas introduzidas no ambiente em concentragdes subletais ndo provocam alteracdes
morfologicas evidentes nos organismos. Entretanto, alteragdes fisiologicas podem ser

refletidas em mudangas de comportamento, as quais tendem a afetar o desempenho dos
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organismos em seus sistemas naturais. Existem varias formas de realizar este tipo de analise,
um exemplo sdo os testes de evitamento, onde se observa a capacidade dos organismos de
evitar ambientes que apresentem concentracdes elevadas do toxico. Esse teste avalia a
resposta imediata dos individuos a determinado xenobiotico e fornece respostas com relagao a
dindmica de uma populagio e do ecossistema (ARAUJO et al., 2014b). Outra maneira seria a
utilizacdo de softwares de andlise de mobilidade, como o Kinovea, que possibilita a
visualizacao da trajetéria de movimentos em uma sequéncia de video (REIS et al. 2011).
Nesse contexto, entende-se que as analises ecotoxicoldgicas devem ser aplicadas de
maneira importante a complementar as analises quimicas, de modo que, em conjunto, possam
obter o melhor diagnostico da qualidade ambiental para determinado ecossistema. Por isso,
estudos ecotoxicologicos sdo essenciais e urgentes para a avaliacdo dos danos causados pelo
rompimento da barragem do Funddo em Mariana-MG. Além dos efeitos imediatos, estes
estudos poderdo auxiliar em uma melhor compreensdo dos efeitos em longo prazo e predizer

como estes poderdo afetar a dinamica dos ecossistemas atingidos pela lama.
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3 JUSTIFICATIVA

A atividade mineradora, apesar de apresentar aspectos econOmicos positivos e
importantes para o Brasil, configura-se como uma atividade extremamente impactante ao
meio ambiente. Alguns dos aspectos negativos gerados por esse setor sdo: a retirada da
vegetacao e do solo natural, produgdo de particulas em suspensao tanto no ar quanto na agua,
e o langamento de efluentes nos corpos hidricos proximos. Tais aspectos podem ocasionar
diversos outros danos como erosdao ou assoreamento dos corpos d’agua, redugdo na
concentracdo de oxigénio dissolvido e consequente diminui¢do da riqueza de espécies
presentes no local (MECHI; SANCHES, 2010). Atualmente, o estado brasileiro que concentra
0 maior numero de problemas relacionados ao setor de mineragao ¢ Minas Gerais, com cerca
de 20% do total nacional (FERNANDES et al, 2014).

Além dos impactos causados diretamente pela extracdo mineral, citados anteriormente,
existem outros provenientes do risco de desastres ambientais, sendo o exemplo mais recente o
desastre ocorrido em novembro de 2015, na cidade de Mariana — MG. De acordo com a
mineradora SAMARCO, o rejeito liberado no ambiente ndo apresenta compostos toxicos em
concentragdes que possam causar danos a saide humana ou ao meio ambiente, porém
acredita-se que esses dados possam estar subestimados em consequéncia da baixa quantidade
de informacdes cientificas fornecidas por estudos na area. Desta forma, para melhor
compreender a real magnitude do desastre, diversas instituicdes de pesquisa, ensino e 0rgaos
ambientais, tem se dedicado a estudar a questdo. Assim sendo, a realizacdo de estudos
ecotoxicologicos que avaliem as consequéncias negativas dos rejeitos de mineracdo sobre
organismos chaves na cadeia trofica sao de extrema importancia.

Os anfibios sdo organismos considerados potenciais bioindicadores de qualidade
ambiental, uma vez que estdo suscetiveis a contaminac¢ao tanto em ambientes aquaticos como
em terrestres, devido ao ciclo de vida bifasico. Ademais, estes organismos ocupam uma parte
importante na teia alimentar, de forma que disturbios em suas populagdes podem afetar
significativamente a dinamica de outros taxon. Por exemplo, anfibios anuros sdao predadores
conhecidos de insetos alados, e seus girinos tém apresentado potencial papel predador sobre
larvas de mosquitos, como o caso dos anuros Rana tigrina ¢ Ptychadena sp (SPIELMAN;
SULLIVAN, 1974; MARIN et al., 1983). Desta forma, o atual declinio populacional do grupo
poderia, como uma das suas consequéncias de interagdes troficas, resultar em um aumento na

incidéncia de insetos, inclusive de vetores de doencas como a dengue e febre amarela.
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Considerando a escassez de dados relacionados a toxicidade de contaminantes em
anfibios (FRYDAY; THOMPSON, 2012), sobretudo de rejeitos de mineragdo, junto a
necessidade de compreender a magnitude dos danos do desastre da Barragem do Fundao, ¢
essencial e urgente a realizagdo de estudos ecotoxicologicos de curto e longo prazo, visando a

ampliacdo dos dados e conhecimento sobre estratégias de conservagao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este trabalho visou a avaliagdo dos impactos da contaminagdo pelo rejeito de
mineracao decorrente do rompimento da barragem de Funddao em Mariana - MG em anfibios
da espécie Lithobates catesbeianus durante o estagio de vida larval, estimando esclarecer
lacunas tanto sobre as consequéncias atuais da contaminacdo na area, quanto prever

consequéncias futuras, auxiliando em projetos de conservacao e monitoramento.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar os efeitos a curto prazo da contaminagdo pelo rejeito de mineragao
proveniente do rompimento da Barragem do Funddo sobre a sobrevivéncia e
capacidade natatoria de girinos de Lithobates catesbeianus por meio de
experimentos laboratoriais.

e Avaliar os efeitos a longo prazo gerados pela contaminagdo pelo rejeito de
mineracdo em girinos de Lithobates catesbeianus, por meio da avaliagdo de
crescimento, desenvolvimento, andlises de desempenho natatério e taxa de
consumo de oxigénio.

e Avaliar a capacidade de resposta de fuga dos girinos de Lithobates catesbeianus a
ambientes contaminados por rejeito de mineragdo, por meio de testes

comportamentais de evitamento.



36



37

5 METODOLOGIA

5.1 Area de estudo

O municipio de Mariana localiza-se na regido centro-sul do Estado de Minas Gerais, a
cerca de 100 km da capital, Belo Horizonte (Figura 1), inserida na bacia hidrografica do Rio
Doce. De acordo com o ultimo censo do IBGE (2010), possui uma area de 1.194,208 km? e

apresenta uma populacao de 59.343 habitantes.

Figura 1. Localizagdo do municipio de Mariana no Brasil e no Estado de Minas Gerais.
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Fonte: VOLPE, L. L. (2017).

O historico de ocupacao da regido ¢ marcado pela atividade mineradora, iniciada no
século XVII devido a busca por ouro no Ribeirdo do Carmo. Mariana, que a principio era
denominada vila, desenvolveu-se juntamente com a mineracdo (SOUZA; SOBREIRA;
FILHO, 2005) e atualmente, o municipio ¢ constituido por 10 distritos, sendo eles: Mariana
(Distrito Sede), Bandeirantes (Ribeirdo do Carmo Camargos), Cachoeira do Brumado,
Claudio Manoel (Bela Vista), Furquim, Monsenhor Horta, Passagem de Mariana, Padre
Viegas (Sumidoro), Santa Rita Durdo e Cachoeira do Brumado (Plano Municipal de
Saneamento Basico do Municipio de Mariana, 2014). O municipio esta inserido na regido
responsavel pela maior produgdo de minério de ferro do pais, situada entre a Provincia
Geotectonica de Sao Francisco e a Provincia Geotectonica Mantiqueira, o chamado
Quadrilatero Ferrifero (SOUZA; SOBREIRA; FILHO, 2005), marcado por um relevo
dobrado que sofre com a erosdo, baixo na regido central, alto nas bordas e com a presenga de

serras (SAMARCO, 2005).
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As empresas que realizam a extra¢do de minérios na regido, sobretudo do minério de
ferro, sdo a Companhia Vale do Rio Doce e a Samarco. Para a execugdo de tal atividade,
foram construidas trés barragens na regido: barragem do Germano, barragem do Fundao e a
barragem Santarém (Figura 2). A usina de Germano ¢ a principal responsavel pelas atividades
de lavra, beneficiamento, processamento e transporte do minério, despejando os rejeitos

gerados ao longo do processo na Barragem do Fundao (SAMARCO, 2013).

Figura 2. Localizagdo das trés barragens de contencdo de rejeitos presentes no municipio de Mariana,
de propriedade da mineradora SAMARCO.
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Fonte: IBAMA (2015).

5.2 Coleta do rejeito contaminante para estudo ecotoxicolégico

A coleta do rejeito de mineracao, a ser utilizado neste trabalho, foi coletado na regido
atingida pelo rompimento da Barragem do Funddo, no distrito de Paracatu de Baixo, em
Mariana — MG, 10 meses apos o desastre, em setembro de 2016, quando nenhuma intervengao
por parte da empresa responsavel havia sido realizada. Os rejeitos foram transportados e
armazenados, em temperatura ambiente, sem exposi¢do a luz, no Nucleo de Ecotoxicologia e
Ecologia Aplicada (NEEA) da Universidade de Sao Paulo (USP), em Itirapina — SP, onde foi
realizado o presente trabalho.

De acordo com a Samarco (2005), o rejeito destinado a Barragem do Fundao continha,

além de silica, alguns poucos metais em sua composi¢do, como ferro, aluminio e manganés
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(Tabela 1). Entretanto, ap6s o desastre, foram registrados em amostras de agua, valores

elevados de outros metais como chumbo (Pb), cobre (Cu) e Niquel (Ni) (Tabela 2).

Tabela 1 — Composigdo mineralogica dos rejeitos armazenados na Barragem do Funddo, segundo informado

pela SAMARCO

Amostra Fe 5i0; | ALOy | P [pPC* [ M n{);
Rejeito arenoso 12,15 | 82,19 | 0,12 0,001 | 0,31 0,009
Rejeito argiloso 51,89 | 13,52 | 5,00 0,118 | 6,89 0,130

* Perda por calcinagio
Fonte: SAMARCO, 2005, p. 7

Tabela 2 — Concentragdes médias (mg/L) de metais detectados a montante (P1) e a jusante (P2 e P3) da
barragem do Fundao apos o desastre, segundo estudo de Carvalho et. al (2017).

Ponto de amostragem VMP#*
Metal
Pl P2 P3

Pb 0,013 £0,0° 0,097 +001" 0,080 £0,00% 0033
As 00124000 0911£001® 073640020 0033
Ni 0,051 £ 0,01°8 1,078 +£0,04"C 1,056+ 0,020¢ 0,025
Cu 00624003 1,115+0,02 1427004 0013
Al 0465+0,01%¢ 9432+0,09F g§914+p070 0.2

Mn 0,041+ 002" [638+0,17"° 0655403588 05

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas linhas e pela
mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de significincia, *VMP = Valor maximo
permitido pela Resolugdo CONAMA 357/05 para Classe 111 de
qualidade das aguas.

Fonte: CARVALHO et al. (2017)

5.3 Organismo-teste

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada,
do Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA), da Escola de Engenharia de
Sao Carlos da USP, situada no municipio de Itirapina - SP.

Foram utilizados para ambos os testes, agudos e cronicos, girinos da espécie
Lithobates catesbeianus, no estagio 25 de Gosner (GOSNER, 1960), o qual corresponde ao
estagio em que os animais perdem as branquias e iniciam a fase de alimentac¢do independente,
além de adquirem habilidades natatérias ativas (SPARLING et al. 2010). L. catesbeianus €
uma espécie introduzida na América do Sul para criacdo e comercializacdo de sua carne, e

tem sido amplamente utilizada como modelo experimental para testes ecotoxicolégicos em
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anfibios. Esses girinos foram fornecidos pelo Ranario Ranamat, Matdo — SP e passaram por
um periodo de aclimatacdo de sete dias antes do inicio dos experimentos.

Os girinos foram mantidos em condi¢des laboratoriais, com controle de temperatura,
cerca de 24°C + 2, e fotoperiodo de 12 horas (MURTY, 1988), sob aeracdo constante, em
caixas d’agua que obedeciam a profundidade do ambiente natural, preenchidas com agua de
torneira declorada. A renovagdo de 50% da agua foi realizada por meio de sifonagem a cada
48 horas. A alimentagdo a vontade foi realizada diariamente com racao de peixes tropicais.
Por se alimentarem de forma independente e adquirirem habilidades natatérias ativas, o
estagio 25 de Gosner ¢ recomendado e o mais utilizado em testes de toxicidade em anfibios

(SPARLING et al. 2010).

Figura 3. (a) Tanques nos quais os girinos eram aclimatados; (b) Girinos de L. catesbeianus no tanque de
aclimatagdo.

Fonte: Elaboracao propria

5.4 Exposicao aguda

Poucos sao os estudos que avaliam a sensibilidade dos anfibios a compostos quimicos
diversos, de maneira que os limites de contaminagdo estabelecidos para espécies mais
sensiveis de peixes sdo também extrapolados para anfibios durante sua fase aquatica
(FRYDAY; THOMPSON, 2012; HAMMOND et al., 2012). No entanto, alguns estudos
indicam que, para determinadas substancias, os valores de LC50 apresentados para anfibios
podem ser superiores ou inferiores aqueles apresentados por espécies de peixes padronizadas

para tais testes (VASCONCELOS et al. 2016).
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Nos testes estaticos de exposi¢cdo aguda, os animais foram mantidos sem alimentagao,
com oxigenagdo constante e sob as mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo utilizadas
durante o periodo de manutengdo dos animais em laboratorio (24 + 2°C, 12h:12h
claro:escuro), ao longo de 96 horas. Com o rejeito, foi preparada uma soluciao estoque de
4420 NTU (unidades nefelométricas de turbidez), na qual utilizou-se 50 gramas de rejeito em
1 litro de solugdo, quantidade maxima de rejeito que ndo apresentou deposi¢ao imediata sob
agitacdo. Foram analisadas, em triplicata, cinco propor¢des de diluicao da solugdo estoque
com o rejeito, sendo elas 10%, 25%, 50%, 75% e 100% (relacdo volume de solugdo
estoque/volume total) de diluigdo, além do grupo controle, que ndo contou com a adi¢do da
solugdo contendo o rejeito. Cinco girinos foram inseridos em cada recipiente contendo + 5 L
da solucdo preparada para cada tratamento e a mortalidade dos organismos foi monitorada

diariamente.

Figura 4. (a) Montagem do teste de exposi¢do aguda com girinos de L. catesbeianus no estagio 25 de Gosner
(1960); (b) réplica do controle do teste de exposi¢ao aguda; (c) réplica do tratamento composto pela dilui¢éo de
50% da solugdo estoque do teste de exposi¢do aguda

Fonte: Elaboragdo propia

Ao inicio e ao término do periodo experimental, registrou-se o pH, oxigénio dissolvido
e a condutividade, através de um pHmetro Micronal B74, oximetro YSI 55 e condutivimetro

Orion 145A+ (Figura 5). Os organismos sobreviventes foram submetidos a avaliagdo da

mobilidade natatdria (descrita no item 5.6).
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Figura 5. Aparelhos utilizados para a medigdo dos parametros fisico-quimicos das amostras. (a) pH-metro
Micronal B74 (b) oximetro YSI 55; (¢) conditivimetro Orion 145A+.

Fonte: Elaboragao propria.

5.5 Exposicio cronica

A partir dos resultados de mortalidade obtidos no teste de exposi¢dao aguda, foram
definidas as porcentagens de dilui¢do de rejeito nas quais os girinos foram expostos durante
os testes cronicos. Como nao foi registrada mortalidade apds o teste agudo para nenhum dos
tratamentos, os organismos foram expostos a 25%, 50% e 100% (propor¢do solucao
estoque/solucao total) durante periodos mais prolongados para avaliacdo de toxicidade
cronica a niveis subletais. Foram realizados dois testes cronicos, um com 16 dias de exposi¢ao
teste cronico 1) e o outro com 20 dias (teste cronico 2). Optou-se pela realizacdo de um teste
com 20 dias dado o surgimento da oportunidade de testar efeitos nas taxas respiratorias dos
girinos, além da realiza¢do de analises de biomarcadores. Dessa forma, os resultados dos dois
testes cronicos serao apresentados no presente trabalho de maneira separada.

O teste cronico 1 consistiu entdo de trés tratamentos, além do controle, representados
por 4 réplicas, cada uma contendo 6 girinos no estagio 25 de Gosner (GOSNER, 1960). O
peso final médio dos girinos foi de 0,233 + 0,069 g. Para o desenvolvimento do experimento,
os girinos foram distribuidos em bandejas de dimensdes 442 x 280 x 75mm, contendo 5 litros
de solucdo com oxigenacdo constante. As condi¢gdes de temperatura e fotoperiodo utilizados

durante os testes cronicos sdo os mesmos daqueles descritos anteriormente para o teste agudo
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(temperatura de 24 + 2°C, fotoperiodo de 12:12 claro/escuro). A alimentagdo foi realizada a
cada 2 dias, enquanto a solugdo foi renovada completamente a cada 4 dias. Os parametros
fisico-quimicos iniciais e finais da 4gua foram registrados anteriormente e posteriormente a

cada troca, utilizando os mesmos equipamentos descritos para o teste de exposi¢do aguda.

Figura 6. (a) Montagem do teste de exposi¢do cronica 1 com girinos de L. catesbeianus no estagio 25 de Gosner
(1960); (b) réplicas do controle do teste de exposicdo cronica 1; (c) réplicas do tratamento composto pela
dilui¢do de 25% da solucdo estoque do teste de exposicdo cronica 1;

Fonte: Elaboragio propria

Ao final dos 16 dias, os girinos sobreviventes passaram pelo teste de andlise de
mobilidade (descrito no item 5.6) e em seguida foram eutanasiados em solu¢do de 15% de
fenoxietanol e conservados em formol 10%, para posteriores anélises morfoldgicas (descritas
no item 5.5.1).

O segundo teste cronico foi conduzido da mesma maneira descrita anteriormente,
porém com duracao de 20 dias, no qual foram introduzidos 5 organismos por réplica (n = 20),
com peso médio final de 2,558 g. Ao final do periodo experimental, quatro dos girinos de
cada tratamento (n = 4) foram submetidos a anélise de respirometria (descrito no item 5.8),
onde avaliou-se a taxa de consumo de oxigénio (mg O.g 'h™!), enquanto os demais organismos
foram eutanasiados e tiveram suas medidas do peso e tamanho tomadas, assim como
identificacdo do estdgio de desenvolvimento segundo Gosner (1990), para realizacao das

analises morfologicas (descritas no item 5.7). Por fim, amostras do figado e da cauda foram
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coletadas de cada individuo para analise de biomarcadores, submersos imediatamente em

nitrogénio liquido e estocados em freezer -80°C.

Figura 7. Coleta do figado e musculo da cauda de girinos de L. catesbeianus expostos por 20 dias a
concentragdes subletais do rei'eito de mineragdo proveniente do rompimento da barragem do Fundio.

Fonte: Elaboragio propria.

5.5.1 Analises morfologicas

Para a obten¢do da taxa de crescimento individual dos girinos expostos cronicamente
ao rejeito de mineragdo, foram tomadas medidas do comprimento rostro-cloacal com
paquimetro de precisao (0.00lmm), e o peso foi registrado utilizando uma balanga analitica
(0,0001g). Em seguida, cada girino teve o estagio de desenvolvimento identificado de acordo

com a classificagao de Gosner (1960).

5.6 Analise de mobilidade

A andlise de mobilidade foi realizada para compreender os efeitos gerados pela
exposicao aos contaminantes apds um periodo de exposi¢ao cronica dos girinos. Existem
diversos softwares que permitem, além de tracar as trajetorias, quantificar os movimentos de
natacdo em organismos aquaticos, convertendo-os em dados que possam ser quantificados.
Diferentemente de softwares pagos, o Kinovea ¢ um software livre utilizado para analise de
videos com organismos em movimento e que possui diversas ferramentas que permitem a
obtenc¢do de dados como trajetéria de um ponto, velocidade, angulagdao e muitos outros (REIS

et al., 2011). Apesar de ser comumente utilizado para analise de movimentos humanos, o teste
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j& foi empregado com sucesso em andlises de efeitos cronicos em peixes expostos a
contaminantes por Khayrullin et al. (2016), e no presente estudo foi observado eficacia
também para girinos.

O teste foi conduzido adaptando a metodologia utilizada por Khayrullin et al. (2016)
em peixes-zebra (Danio rerio) para girinos expostos ao rejeito de mineracao durantes os testes
laboratoriais. Ap6s os periodos de exposi¢ao de 96 horas (exposi¢ao aguda), 16 dias e 20 dias
(exposigdo cronica) os animais foram transferidos, individualmente, para recipientes (442 x
280 x 75mm) contendo 4gua limpa e sem contaminante, € tiveram sua natacdo registrada
através de uma camera de celular ao longo de 1 minuto, apds trés estimulos de toque. Por fim,
os videos foram analisados com as ferramentas fornecidas pelo software Kinovea v. 0.8.26

(https://www.kinovea.org/), e os dados de distancia percorrida e velocidade maxima de

natacdo obtidos foram examinados e comparados entre os tratamentos.

Figura 8. Estrutura utilizada para gravacdo dos videos de comportamento para analises de mobilidade natatoria
em girinos de L. catesbeianus expostos ao rejeito de mineragio.

Fonte: Elaboragio propria.

5.7 Respirometria

A analise da respiracdo dos individuos expostos ao rejeito de mineragdo ao longo de
20 dias foi realizada através da adaptagao do método utilizado por MASSARIN et al. (2010)
para Daphnia magna. Foram analisados 4 individuos de cada tratamento, os quais foram
colocados individualmente em frascos erlenmeyers contendo 300 mL do meio de teste

filtrado. Utilizando o sensor do sistema de microrespiracao Unisense (Unisense S/A, Arhus,
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Dinamarca) foi registrada a diminui¢ao da pressdo parcial do oxigénio, associada a respiracao
do organismo ao longo de 15 minutos. O sensor foi calibrado utilizando um meio liquido
saturado de oxigénio, além de uma solu¢do de ascorbato de sodio (0,1 M) em NaOH (0,1 M),
a qual ndo apresentava oxigénio dissolvido (MASSARIN et. al., 2010). Converteu-se a
porcentagem de saturacdo em concentragdo de oxigénio através da concentragdo de equilibrio
na agua de 282,3 mol O2/L (20 °C, 1 atm). As taxas de consumo de oxigénio (R) (mol

Oy/organimo*h) foram calculados por meio da Equacao 1.

_ [0;]p x (1 —exp™*xAt) x v

R At

[EQUACAO 1]

Na equacdo, [O2]o trata-se da concentragdo de oxigénio (mol/L) medida no tempo t =
0, V o volume (L) de meio na camara de respiragao (0,3 L), At = 0,25h e k foi o coeficiente de
consumo (h!) obtido ao ajustar modelos exponenciais s concentragdes observadas de
oxigénio: [O2]t = [O2]o * exp(—k x t). Multiplicando a taxa de consumo de oxigénio (R) pela
massa molar do Oz (32 g/mol), obteve-se um R em (g Ox/organimo*h). Ao dividir esse valor
pelo peso em gramas de cada individuo, obteve-se a taxa de consumo de oxigénio por grama

de organismo (g O2/g organimo*h).

Figura 9. Montagem e equipamentos utilizados para analise da taxa de consumo de oxigénio (respirometria) de

girinos de L. catesbeianus expostos a concentragdes subletais de rejeito de mineragdo.

Fonte: Elaboragao propria.
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5.8 Teste de evitamento

O teste consistiu em uma adaptagdo da metodologia proposta por ARAUJO et al.
(2014), isto ¢, um sistema compartimentado em seis frascos de 300 mL interligados entre si
(Figura 10). Inicialmente, as interligacdes foram vedadas por massa de modelar ndo toxica,
em seguida foram adicionadas as diferentes diluigdes do rejeito e os girinos, no estagio 25 de
Gosner. Posteriormente, as massas de modelar foram removidas, permitindo a livre passagem
dos animais e sua movimentagdo livre entre os gradientes. Apds 12h de escuriddo, foi
verificada a distribuigio dos individuos ao longo dos compartimentos (ARAUJO et al.,
2014b).

Para avaliagdo da estabilidade do sistema, o mesmo foi previamente calibrado
utilizando NaCl, nas concentra¢des de Omg/L, 17mg/L, 33mg/L, 50mg/L, 66mg/L e 83mg/L
em cada compartimento, e a condutividade foi medida no momento t = 0 horas e t = 12 horas.
Subsequentemente, para confirmar se os girinos nao apresentavam preferéncia por qualquer
um dos compartimentos, foi realizado um teste controle contendo apenas dgua sem cloro, sem
estabelecimento de um gradiente entre compartimentos sucessivos, onde foram introduzidos 3
girinos de L. catesbeianus em cada compartimento e ap6s 12 horas verificou-se a distribui¢ao
destes.

ApoOs a calibragdo, o teste foi conduzido adicionando diferentes diluigdes de uma
solucdo estoque de rejeito coletado apods desastre (50g de rejeito/L - 4500 UNT), em
porcentagem de 10%, 25%, 50%, 75% e 100%, além do compartimento controle, em
compartimentos sucessivos visando estabelecer um gradiente de concentracdo/diluicdo ao
longo do sistema. Além disso, foram adicionados 3 girinos em cada compartimento e, por fim,
a interligacao entre os compartimentos foi liberada.

O experimento foram realizados a temperatura de 25 °C + 2 e no escuro, para evitar
que a locomogao dos organismos fosse induzida pela presenca de luz (ARAUJO et al., 2014a,
2014b). Ao final das 12 horas, analisou-se a distribuicdo dos girinos ao longo dos
compartimentos e determinou-se a “porcentagem de evitamento” dos mesmos (ARAUJO et
al., 2014a, 2014b). Analises fisico-quimicas da agua foram mensuradas no inicio e ao término
do experimento. O teste foi realizado em quadruplicata.

No teste com contaminagdo, contendo o gradiente de concentracdes de rejeito de
mineracao, determinou-se o numero esperado de organismos em um dado compartimento

(NEsp) através da Equacao 2.
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NEsp = NInt + NMig [EQUACAO 2]

Onde, NInt ¢ o nimero de organismos introduzidos no compartimento ¢ NMig o
numero de organismos imigrantes do compartimento adjacente de maior concentragdo. A

partir disso, foi possivel calcular o nimero de evasores (NEva) por meio da Equagao 3.

NEva = NEsp — NObs [EQUACAO 3]
Onde NEsp ¢ o nimero de organismos esperados no compartimento, € NObs ¢ o
numero de organismos observados ao final do periodo experimental. Por fim, a porcentagem

de evitamento de cada compartimento foi determinada por meio da Equagao 4.

NEva
NEsp

%Evitamento = [EQUACAO 4]

Figura 10. (a) Representagido esquematica do sistema de evitamento (avoidance) (b) Adaptagdo do sistema de
“avoidance” utilizado para analise comportamental dos girinos de L. catesbeianus a exposi¢do ao rejeito de

mineragao.

Upper opening 37,5 x 145 mm

a 270 mm

Fonte: a) MOREIRA et al. (2018); b) Elaboragdo propria.
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5.9 Analise estatistica

Para os testes de exposi¢cdo cronica, as médias do peso e tamanho corporal, assim
como a taxa de respiracdo dos girinos expostos as diferentes concentracdes de rejeito foram
comparadas aquelas do controle. A existéncia de valores discrepantes (outliers) foi verificada,
a normalidade dos dados foi testada através de Shapiro-Wilk (LEHNER, 1996). Esses dados
foram comparados por analise de varidancia ANOVA-one-way, seguida de teste pos hoc
(Tukey-Kramer p < 0,05) para dados paramétricos, e teste de comparacdes Kruskal-Walis
para dados ndo paramétricos (p < 0,05). Para a avalia¢do do efeito do rejeito de mineragao
sobre o desenvolvimento dos girinos utilizou-se o teste G (G—test of goodness-of-fit) com

corre¢ao de Yates (SOKAL, 1995).

5.10 Quantificacao dos metais

A quantificagdo dos metais presentes na solucdo estoque inicial (50g/L de rejeito),
assim como nas amostras finais do controle e dos tratamentos (10%, 25%, 50%, 75% e 100%)
foram realizados em parceria com o laboratorio do Departamento de Hidraulica e Saneamento
(SHS) da Escola de engenharia de Sao Carlos (ESSC/USP), de acordo com a 23* edi¢dao do
Standad Methods. O método utilizado para a detec¢cdo de Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Zn e Co
foi o SMWW 3111B, enquanto para o Al foi utilizado o método SMWW 3111D. Ambos os
procedimentos sdo realizados por espectrofotometria direta por absor¢ao atdomica, no qual a
quantidade de luz absorvida foi medida, de forma que cada metal absorve um comprimento de
onda especifico (MIRANDA, 2017). Assim, a quantidade de energia absorvida, no dado
comprimento de onda, ¢ proporcional a concentracdo do elemento na amostra (MIRANDA,

2017).
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6 RESULTADOS

6.1 Exposicao aguda

Os parametros fisicos e quimicos, aferidos ao inicio e ao final do periodo
experimental, expostos na Figura 11, mostram que o pH apresentou um ligeiro aumento,
porém manteve-se em uma faixa neutra, com valor minimo de 6,40 e maximo de 7,48. As
concentragdes de oxigénio dissolvido mantiveram-se proximas umas das outras, com valor
minimo ¢ maximo de 6,83mg/L e 7,14mg/L, respectivamente. A condutividade aumentou
com a propor¢ao de solugdo estoque contendo o rejeito de mineragdo para cada solucado,
apresentando valores iniciais para o controle, 10%, 25%, 50%, 75% e 100% de 6,53uS/cm,
6,4uS/cm, 6,54uS/cm, 6,62uS/cm, 6,78uS/cm e 6,92uS/cm, respectivamente. Além disso, a
condutividade também apresentou um aumento ao longo do periodo experimental,
apresentando valores finais para o controle, 10%, 25%, 50%, 75% e 100% de 7,18uS/cm,
7,23uS/cm, 7,29uS/cm, 7,35uS/cm, 7,39uS/cm e 7,48uS/cm. A concentracdo de sélidos
dissolvidos totais, assim como a condutividade, apresentou um aumento crescente de acordo
com a concentragdo de rejeito de mineragdo, o controle, 10%, 25%, 50%, 75% e 100%
apresentaram valores iniciais de 13mg/L, 15 mg/L, 18 mg/L, 22 mg/L, 27 mg/L e 32 mg/L,
assim como ao longo do experimento com valores finais de 13 mg/L, 16 mg/L, 19 mg/L, 25
mg/L, 30 mg/L e 38 mg/L, respectivamente.

Por fim, os valores de turbidez aumentaram de acordo com o tratamento, chegando a
3240UNT na porcentagem de 100% de solucdo estoque, passando para 2450UNT, 1640UNT,
840UNT, 640UNT e OUNT, para os tratamentos de 75%, 50%, 25%, 10% e o controle,
respectivamente. Porém com a deposi¢do do rejeito ao longo do periodo experimental, a
turbidez diminui significativamente ao final das 96h em todos os tratamentos, apresentando
valores de OUNT, 68UNT, 60UNT, 182UNT, 251UNT e 466UNT, para o controle, 10%,
25%, 50%, 75% e 100%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Parametros fisicos e quimicos dos tratamentos e controle no qual foram expostos girinos de L.

catesbeianus ao rejeito de mineracdo, aferidos ao inicio e ao final do periodo experimental agudo (96 horas).
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6.1.1 Letalidade

Nao foi constatada letalidade dos girinos de Lithobates catesbeianus expostos ao
rejeito de mineracao proveniente do rompimento da barragem do Fundao, em Mariana (MG),

ao longo de 96 horas. Desta forma, os efeitos de turbidez e diferentes quantidades de metais
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encontrados (detalhes das concentragdes dos metais no item 6.6) em todas as dilui¢cdes

testadas foram consideradas subletais.

6.1.2 Analise de mobilidade

Nao houve diferenca na distancia total percorrida pelos girinos expostos ao rejeito

quando comparados ao grupo controle (p > 0,05). Por outro lado, com relagdo a velocidade

maxima de natagdo, os girinos expostos ao tratamento contendo 100% de solugdo estoque

(50g/L de rejeito) apresentaram uma diminui¢do na média da velocidade méxima de natagdo

(0,21m/s) em relacdo ao controle (0,36 m/s) (p = 0.0031) (Figura 12).
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Figura 12. Capacidade natatoria (distancia percorrida e velocidade maxima de natag@o) de girinos de L.
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(*) indicam diferenga significativa (p < 0.05).
Fonte: Elaboracao propria.

Velocidade — Exposicdo aguda

Controle

10% 25%

50%

Tratamentos

75%

100%

Tabela 3 — Valores de p para teste de multi-comparagdo Kruskal-Wallis, em relagdo a velocidade maxima de

natagd@o por girinos expostos ao rejeito de mineracdo ao longo de 96 horas.

Cont 10% 25% 50% 75% 100%
Cont - 10,334879 | 1,000000 | 0,095938 | 0,237890 | 0,003132(*)
10% 0,334879 - {1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000
25% 1,000000 | 1,000000 - [ 1,000000 | 1,000000| 0,152790
50% 0,095938 | 1,000000 | 1,000000 - | 1,000000 1,000000
75% 0,237890 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 - 1,000000
100% 0,003132(*)| 1,000000 | 0,152790 | 1,000000 | 1,000000 -

(*) valores que se mostraram significativos (p < 0,05)

Fonte: Elaboragao propria
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6.2 Teste de evitamento

Apo6s o periodo de 12 horas no sistema multicompartimentado, os girinos presentes em

cada um dos compartimentos foram quantificados e os resultados estao expostos na Tabela 7.

Os tratamentos foram constituidos pelas dilui¢des graduais 10, 25, 50, 75 e 100%) da solugao

estoque do rejeito.

Tabela 4 — Numero de girinos presente em cada compartimento ao final das 12 horas do teste de evitamento.

Réplica Controle 10% 25% 50% 75% 100%
Sistema 1 4 0 1 3 7 3
Sistema 2 12 4 1 0 0 1
Sistema 3 8 0 1 2 4 3
Sistema 4 2 3 1 2 9 1

Fonte: Elaboragao propria

A partir destes dados, foi possivel calcular a média de girinos presente em cada

compartimento ao final do periodo experimental de 12 horas (Figura 13).

Figura 13. Média de girinos de L. catesbeianus presente em cada compartimento contendo diferentes diluigoes
do rejeito de mineragdo ao final do periodo experimental de 12 horas.
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Fonte: Elaboragio propria.

Desta forma, calculou-se a média da taxa de evitamento dos girinos entre os diferentes
compartimentos. Os resultados apresentados pelos compartimentos do controle e dos
tratamentos de 10%, 25%, 50%, 75% e 100% de solugdo estoque foram respectivamente

18,61% +17,33, 74,11% £35,40, 78,33% £10,41, 58,04% +41,58, 40,48% +42,33 ¢ 16,68%
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+33,35. Percebe-se que a taxa de evitamento ¢ maior onde o rejeito estd mais diluido
(dilui¢des de 10 e 25%), e menor nos extremos do sistema.

E possivel afirmar que o sistema se mostrou eficiente em manter o gradiente de
concentragdes ao longo do periodo experimental pois tanto a condutividade, quanto os solidos
dissolvidos totais e a turbidez permaneceram crescentes ao longo do experimento e de acordo

com as porcentagens das dilui¢des, como mostra a Figura 14.

Figura 14. Média da condutividade, solidos dissolvidos totais e turbidez das quatro réplicas do sistema de
avoidance no qual foram expostos girinos de L. catesbeianus ao rejeito de mineragdo, aferidas ao inicio e final
do periodo experimental de 12 horas.
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6.3 Exposicio cronica 1 (16 dias)

A média dos parametros fisicos e quimicos, expostos na Figura 15, aferidos ao inicio e
ao final de cada renovagdo de solucdo (4 dias), mostram um padrao semelhante ao exibido ao
longo da exposi¢ao aguda, com um ligeiro aumento de pH, porém mantendo-se em uma faixa
neutra. As concentragdes de oxigénio dissolvido foram consideradas aceitaveis e sem grandes
diferencas entre os tratamentos. Os valores de condutividade aumentaram com a porcentagem
de solugdo estoque contendo o rejeito de mineragdo, de forma que os valores médios iniciais

para o controle, 25%, 50% e 100% foram respectivamente 28,0uS/cm, 38,2uS/cm, 50,0uS/cm



56

e 66,3uS/cm, assim como ao longo do periodo experimental, apresentando valores finais de
36,8uS/cm, 44,8uS/cm, 63,0uS/cm e 94,9uS/cm, respectivamente. Com um comportamento
similar a condutividade, a concentragao de solidos dissolvidos totais apresentou um aumento
relacionado a propor¢ao de solugdo estoque, com concentragdes médias iniciais de 12,7mg/L,
18,0mg/L, 23,7mg/L e 31,0mg/L para o controle, 25%, 50% e 100%, além de apresentar um
aumento ao longo do experimento, apresentando médias finais respectivamente, 16,7mg/L,
22.2mg/L, 29,2mg/L e 44,7mg/L. Por fim, a turbidez também aumentou de acordo com a
tratamento apresentando valores médios iniciais de OUNT, 760UNT, 1237,5UNT e
2500UNT, para o controle, 25%, 50% e 100%. Entretanto, devido a deposi¢ao do rejeito ao
longo do tempo, a turbidez final foi significativamente menor, com valores médios de
2,2UNT, 43,0UNT, 62,7UNT e 57,7UNT. Ao passo que a dgua foi renovada a cada 96h,
como mencionado anteriormente, esses resultados fisico-quimicos foram condizentes com

aqueles apresentados para o teste de exposicao aguda.

Figura 15. Média dos parametros fisico e quimicos dos tratamentos e controle no qual foram expostos girinos de
L. catesbeianus ao rejeito de mineragdo, aferidos a cada renovacdo de solugdo (96 horas), da exposigo cronica
1, de durag@o de 16 dias.
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6.3.1 Letalidade

Alguns girinos morreram ao longo dos 16 dias do periodo experimental, como mostra
a Tabela 5. Entretanto, ndo foi o suficiente para determinar a letalidade do rejeito de

mineracao.

Tabela 5 — Numero de mortes e sobreviventes dos girinos expostos ao rejeito de mineragdo ao longo de 16 dias.

Tratamento | Mortes | Sobreviventes | Total
Controle 1 23 24
25% 2 22 24
50% 0 24 24
100% 1 23 24

Fonte: Elaboragdo propria

6.3.2 Analise de mobilidade

Ap6s o periodo experimental de 16 dias, a mobilidade natatéria dos girinos de
Lithobates catesbeianus foi alterada em todos os tratamentos, tanto em relacdo a distancia
total percorrida, quanto a velocidade maxima de natacdo, como observado na Figura 16.

A distancia média percorrida pelos girinos expostos aos tratamentos correspondentes a
25%, 50% e 100% de solugdo estoque contendo rejeito de mineracdo foram respectivamente
de 77,53 cm, 78,42 cm e 84,39 cm, sendo todas significativamente menores (p < 0,05) que a
distancia percorrida pelos girinos controle, que foi de 156,42 cm. Entretanto os tratamentos
nao mostraram diferenca significativa entre si (p > 0,05).

Com relagdo a velocidade méxima de natagdo, os girinos expostos aos tratamentos de
25%, 50% e 100% apresentaram média de 0,30m/s, 0,30m/s e 0,26m/s, respectivamente.
Estes valores foram significativamente menores (p < 0,05) que a velocidade média atingidas
pelos girinos do grupo controle, correspondente a 0,37m/s. Além disso, os girinos expostos ao
tratamento contendo 100% de solugdo estoque (50g/L de rejeito) também apresentaram

velocidade significativamente inferior quando comparados aos demais tratamentos (p < 0,05).
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Figura 16. Capacidade natatoria (distancia percorrida e velocidade maxima de natagdo) de girinos de L.
catesbeianus expostos por 16 dias ao rejeito de mineragdo.

Distancia - Exposigdo cronica 1 Velocidade - Exposigdo cronica 1
200 0,50
£ 0,45
g 7 040 % %
8 150 E s
s m
8 % E 030 %
§ # * 3
= 100 E 0,25
8 = 0,20
o =
E gn,ls
= 2 0,10
a 0,05
0 0,00
Controle 25% 508 100% Controle 25% 50% 100%
Tratamentos Tratamentos

(*) significancia estatistica (p < 0,05)
Fonte: Elaboragio propria.

Tabela 6 — Valores de p para teste de multi-comparacdo Kruskal-Wallis da distancia percorrida por girinos
expostos ao rejeito de mineragdo ao longo de 16 dias.
Controle 25% 50% 100%
- 0,000001(*) | 0,000002(*) | 0,000042(*)
25% 0,000001(*) | - 1,000000 1,000000
50% 0,000002(*) | 1,000000 - 1,000000
100% 0,000042(*) | 1,000000 1,000000 -

(*) valores que se mostraram significativos (p < 0,05)

Controle

Fonte: Elaboracao propria

Tabela 7 — Valores de p para teste de Tukey para comparar a velocidade maxima de natagdo dos girinos
expostos ao rejeito de mineragdo ao longo de 16 dias.

Controle 25% 50% 100%
0,008235(*) | 0,004976(*) | 0,000145(*)
0,999751 0,040918(*)
0,044707(*)

Controle | -
25% 0,008235(*) | -
50% 0,004976(*) | 0,999751 -

100% 0,000145(*) | 0,040918(*) | 0,044707(*)

(*) valores que se mostraram significativos (p < 0,05)

Fonte: Elaboracao propria

6.3.3 Analises morfologicas

Como pode ser observado na Figura 17, ndo houve diferenga nos pesos € comprimento

de girinos expostos a nenhum dos tratamentos em relagdo aos girinos do grupo controle.
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Figura 17. Comprimento e peso finais de girinos de L. catesbeianus expostos por 16 dias ao rejeito de

mineragao.
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Fonte: Elaboragio propria

Com relacdo ao desenvolvimento, como pode ser observado na Figura 18, o controle
apresentou 0 menor nimero de organismos no estdgio 25G (apenas 1 girino), € o maior
numero nos estagios 27G e 28G, com 10 e 6 girinos cada, respectivamente. Por outro lado,
todos os tratamentos contendo rejeito de mineragdo apresentaram um nimero maior de girinos
ainda no estagio 25G, mesmo apds 16 dias do periodo experimental. Além disso, o estagio
que se mostrou mais presente nos tratamentos foi o 26G. Por fim, apenas um girino no estagio
28G foi identificado dentre todos os girinos expostos ao rejeito (tratamento de 50%). Apesar
disso, de acordo com o teste G (G—test of goodness-of-fit) com corre¢do de Yates (SOKAL,

1995), ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os tratamentos e o controle.
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Figura 18. Estagio de desenvolvimento segundo Gosner (1960) dos girinos de L. catesbeianus expostos

por 16 dias ao rejeito de mineragao.
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Fonte: Elaboragio propria.

6.4 Exposicao cronica 2 (20 dias)

Da mesma forma que a exposi¢do cronica 1, a exposi¢do cronica 2 foi conduzida
utilizando as diluicdes de 25%, 50% e 100% da solugdo estoque (aproximadamente
4000UNT), a partir dos resultados obtidos na exposi¢ao aguda.

As médias dos pardmetros fisicos e quimicos das solugdes estdo expostos na Figura
19, que mostra um comportamento semelhante ao ocorrido ao longo das exposicdes aguda e
cronica 1 (16 dias). O pH manteve-se em uma faixa neutra, apesar de apresentarem ligeiro
aumento ao longo do tempo experimental. As concentracdes de oxigénio dissolvido
permaneceram em uma faixa aceitdvel. A condutividade aumentou de acordo com a
porcentagem de solugdo, desta forma, os valores iniciais obtidos para o controle, 25% 50% e

100% foram de, respectivamente, 27,2uS/cm, 38,9uS/cm, 48,7uS/cm e 61,3uS/cm. Um
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aumento ao longo do periodo experimental pode ser observado através dos valores médios
finais, sendo eles 30,4uS/cm, 46,2uS/cm, 60,4uS/cm e 82,7uS/cm. Um comportamento
semelhante foi observado para a concentracdo de solidos dissolvidos totais (TDS). Observa-se
1ss0 ao comparar os valores iniciais de 12,8mg/L, 18,2mg/L, 23,0mg/L e 28,8mg/L, ¢ os
valores finais de 14,2mg/L, 21,6mg/L, 29,0mg/L e 39,6mg/L, respectivamente para o
controle, 25%, 50% e 100%. Por fim, a turbidez apresenta da mesma forma um aumento
relacionado a quantidade de rejeito, porém, devido a deposicao do rejeito ao longo do periodo

experimental, esses valores foram reduzidos diminuiu drasticamente ao final do teste.

Figura 19. Média dos parametros fisico e quimicos dos tratamentos e controle no qual foram expostos girinos de
L. catesbeianus ao rejeito de mineragdo, aferidos a cada renovacdo de solucdo (96 horas), da exposi¢go cronica
2, com duragédo de 20 dias.
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6.4.1 Letalidade

Nao foi constatada nenhuma morte ao longo do periodo experimental de 20 dias da
exposicao crénica 2, desta forma, os tratamentos contendo rejeito de mineragdo como

contaminante ndo causou mortalidade.

6.4.2 Analise de mobilidade

Ap6s o periodo experimental de 20 dias, diferentemente do teste de exposicao cronica
1, a mobilidade natatéria dos girinos de Lithobates catesbeianus exposto ao rejeito de
mineracao no teste cronico 2, ndo apresentou alteragdo significativa (p > 0,05) tanto em
relacdo a distancia total percorrida, quanto em relagdo a velocidade maxima de natagdao, como

observado na Figura 20.

Figura 20. Capacidade natatoria (distancia percorrida e velocidade maxima de natagdo) de girinos de L.
catesbeianus expostos por 20 dias ao rejeito de mineragao.
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(*) significancia estatistica (p < 0,05)
Fonte: Elaboracdo propria.

6.4.3 Analises morfologicas

De forma semelhante ao obtido no teste cronico 1, como pode ser observado na Figura
21, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) no peso e comprimento de girinos expostos

ao rejeito de mineragao ao longo dos 20 dias da exposicao cronica 2.
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Figura 21. Comprimento e peso finais de girinos de L. catesbeianus expostos por 16 dias ao rejeito de
mineragao.
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Fonte: Elaboragio propria
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Com relagdo ao desenvolvimento, ao final do periodo experimental de 20 dias da

exposi¢cdo cronica 2, foram encontrados girinos em estidgios de desenvolvimento mais

avangados do que os girinos da exposicao cronica 1. Neste caso, como pode ser observado na

Figura 21, o controle apresentou o menor numero de girinos no estagio 28G (apenas 1 girino),

enquanto todos os tratamentos, 25%, 50% e 100%, apresentaram 4 girinos neste estagio. O

unico tratamento no qual ndo foram encontrados girinos nos estagios 32G e 33G foi o

composto por 25% de solugdo estoque (50mg/L de rejeito de mineracdo). Apesar disso, de

acordo com o teste G (G—test of goodness-of-fit) com corre¢ao de Yates (SOKAL, 1995), ndo

houve diferenca significativa entre nenhum dos tratamentos e o controle (p = 0,2319).
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Figura 22. Estagio de desenvolvimento segundo Gosner (1960) dos girinos de L. catesbeianus expostos por 20
dias ao rejeito de mineragao.
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Fonte: Elaboragio propria.

6.4.4 Respirometria

Apds um segundo experimento de exposicdo cronica, o qual foi conduzido durante 20
dias, os girinos expostos ao tratamento contendo100% de solugdo estoque apresentaram uma
reducdo da taxa de consumo de oxigénio de 10,177mg O/g*h, com metade daquela
apresentada pelos animais do grupo controle (22,308 mgO»/g*h) (p = 0,030205) (Figura 23).

Porém, ndo houve diferenca na taxa de consumo de oxigénio entre os tratamentos (p > 0,05).
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Figura 23. Taxa de consumo de oxigénio por grama de animal dos girinos de L. catesbeianus expostos por 20
dias ao rejeito de mineragao.
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Fonte: Elaboragao propria

Tabela 8 — Valores de p para teste de Tukey para comparar a taxa de consumo de oxigénio de girinos expostos
ao rejeito de mineragdo ao longo de 20 dias.

Controle 25% 50% 100%
Controle | - 0,273212 0,132945 0,030205(%)
25% 0,273212 - 0,963688 0,553072
50% 0,132945 0,963688 - 0,818201
100% 0,030205(*) | 0,553072 0,818201 -

(*) valores que se mostraram significativos (p < 0,05)

Fonte: Elaboragao propria

6.5 Biomarcadores

Devido a um problema técnico, o freezer -80°C no qual as amostras de figado e cauda
dos girinos expostos ao rejeito de mineragdo por 20 dias foram conservadas descongelou,

impossibilitando a utilizagdo das amostras para os ensaios de biomarcadores.

6.6 Quantificacdo dos contaminantes

Para compreender melhor as causas dos resultados obtidos, ¢ necessario conhecer os
contaminantes presentes no rejeito. A Tabela 9 exibe a concentracdo final dos metais
encontrados no rejeito proveniente do rompimento da Barragem do Funddo em cada
tratamento utilizado em nossos testes laboratoriais, assim como a concentragdo inicial da

solucdo estoque.
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Foram quantificados diversos metais presentes no rejeito, entretanto, apenas seis
estavam dentro do limite de deteccdo do aparelho. Os metais que se apresentaram em maior
quantidade foram o Ferro (Fe) e o Aluminio (Al), seguidos do Manganés (Mn), Zinco (Zn),
Chumbo (Pb) e Cadmio (Cd). A solucdo estoque (Legenda: 100% inicial) apresentou as
maiores concentracdes de metais em relagdo aos demais tratamentos/dilui¢des, assim como
esperado. Esses dados provenientes das andlises quimicas permitem inferir que girinos
expostos as diferentes dilui¢des do rejeito, foram também expostos a diferentes concentracdes

de metais, sendo elas proporcionais as taxas de diluigao.

Tabela 9 — Concentracdo de metais encontrada nos tratamentos utilizados para a exposi¢do de girinos de L.

catesbeianus ao rejeito de mineragao.

Contaminante Controle | 10% 25% 50% 75% 100% 100% inicial
Céadmio (mg/L) 0,004 0,004 | 0,003 | 0,007 | 0,007 | 0,007 0,007
Chumbo (mg/L) - - - 0,01 0,03 0,05 0,10
Ferro (mg/L) - 1,162 | 1,551 4,739 | 6,440 | 11,790 29,23
Manganés (mg/L) - 0,046 | 0,037 | 0,087 | 0,110 | 0,176 3,32
Zinco (mg/L) 0,051 0,062 | 0,045 | 0,058 | 0,068 | 0,069 0,080
Aluminio (mg/L) - 0,05 0,09 0,43 0,59 1,21 3,91
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7 DISCUSSAO

Os testes de exposi¢do aguda e cronica mostraram que, nas condi¢des obtidas em
laboratorio e, avaliando somente a mortalidade dos girinos de L. catesbeianus como endpoint,
o rejeito de mineracdo proveniente do rompimento da Barragem do Fundiao poderia ser
classificado como ndo toxico por ndo causar mortalidade nas exposi¢cdes aguda e cronicas.
Porém, observou-se alteragdes tanto em aspectos comportamentais quanto fisioldgicos,
relacionados as taxas de respiracao. Os metais encontrados nas amostras foram, em ordem de
significancia Fe > Al > Mn > Pb > Zn > Cd, e suas concentragdes contidas na solugdo estoque
de rejeito (50g/L) obtida para os testes laboratoriais foram, respectivamente, de de
29,23mg/L, 3,91 mg/L, 3,32 mg/L, 0,10mg/L, 0,080 mg/L. e 0,007mg/L. De acordo com
Shuhaimi-Othman et al. (2012), as concentracdes letais (LCso, 96h) dos metais testados
isoladamente em girinos de Duttaphrynus melanostictus foram de 1,9mg/L para Al, 39mg/L’
para Mn, 1,5mg/L para Pb, 4,2mg/L para Zn e 0,3 mg/L para Cd, todas superiores aquelas
encontradas em qualquer uma das amostras dos tratamento com rejeito, porém para o Fe a
concentracdo letal foi significativamente menor, sendo de 0,4 mg/L, sendo quase trés vezes
menor do que a concentracdo encontrada no tratamento de 10% (1,162 mg/L). Entretanto, ndo
se sabe qual a relagdo do Fe presente nas amostras com as partes sélidas do rejeito, assim
como sdo escassos os estudos que consideram estes metais quando presentes em mistura para
anfibios, de forma que os efeitos podem ser sinérgicos ou antagénicos.

Apesar da contaminagao por rejeito de mineracao testada em condi¢des de laboratorio
ndo ter causado a morte dos girinos de L. catesbeianus, alteragdes fisiologicas e
comportamentais foram observadas em animais expostos aos diferentes tratamentos,
principalmente aqueles mantidos na maior concentragdo (100% de solugdo estoque). Esses
resultados podem ser consequéncia tanto das condigdes alteradas dos parametros fisico-
quimicos da agua, como pela exposi¢ao crescente as concentragdes de metais disponiveis na
fracdo aquosa, as quais foram evidenciadas pelas andlises quimicas. Diversos sdo os efeitos
toxicos desencadeados por exposicdo aos metais em anfibios durante sua fase de vida
aquatica, como por exemplo, redugdes na capacidade natatoria, alteracdes na taxa de
crescimento, atraso ou aceleracdo no desenvolvimento, reducdo da taxa de respiragdo,
ocorréncia de estresse oxidativo, entre outros (GROSS; CHEN; KARASOV, 2007; JAMES;
LITTLE, 2003; JUNG; JAGOE, 1995; MARCANTONIO, 2015; VERONEZ et al., 2016).
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Com relagdo a velocidade maxima de natagdo, girinos de L. catesbeianus tornaram-se
mais lentos na presenga do rejeito em relagdao aos animais do grupo controle, mesmo ao longo
de uma exposi¢ao de curto prazo. Estes efeitos sdo intensificados quando os organismos sao
submetidos a uma exposi¢ao cronica, de forma que a capacidade natatoria como um todo, isso
¢, tanto a distancia total percorrida, quanto a velocidade maxima de natagdo, foram
significativamente menores que aquelas observadas em girinos do grupo controle. Nos
estudos de Jung & Jagoe (1995), foi observado que o Al em condi¢des de baixo pH, foi
também responsavel pela diminui¢cdo no desempenho natatorio em girinos de Hyla cinerea, ao
reduzir a taxa de crescimento dos organismos. Em girinos de Rana pipiens, a exposi¢do ao
cadmio ndo apresentou efeito significativo sobre a velocidade natatoria de individuos, apesar
desse metal agir como competidor antagonista da liberacdo de Ca** nas terminagdes nervosas
das jun¢des neuromusculares em anuros pré-sinaptico (COOPER; MANALIS, 1984; GROSS;
CHEN; KARASOV,2007). Em peixes os metais também exercem efeitos comportamentais.
Foi constatado, por exemplo, que o zinco pode causar hiperatividade e aumento na velocidade
natatoria (SHIRER et al., 1968; BENGTSSON, 1974; ELLGAARD et al. 1978), da mesma
forma que o cadmio e o chumbo (MORGAN, 1979). Por outro lado, o aluminio pode
apresentar uma redu¢do na atividade locomotora nos peixes contaminados (OGILVIE &
STECHEY, 1983; FREEMAN; EVERHAT, 1971; SCHOFIELD; TROJNAR, 1980). Desta
forma, como mostrado em estudos prévios, a exposi¢cdo aos diferentes metais pode causar
alteragdes de comportamento, bem como provocar efeitos indiretos que alterem a capacidade
natatoria em girinos, € essas respostas parecem ser especificas em diferentes espécies de
anfibios. A diminui¢do no desempenho natatério em girinos de rd touro observada nesse
estudo pode ser consequéncia da suspensdo dos metais presentes no rejeito em agua, onde sao
disponibilizados e absorvidos diretamente pela pele desses animais, a qual ¢ altamente
permeavel durante a fase de vida larval. Vale ressaltar que os efeitos observados sob o
comportamento desses animais, bem como nas taxas de respiracdo, podem ser ainda
decorrentes dos efeitos de exposi¢ao as misturas dos diferentes metais, e ndo apenas ao efeito
isolado de determinado contaminante, uma vez que as analises quimicas determinaram a
presenca de pelo menos seis tipos de metais no rejeito de Mariana.

As consequéncias das alteracdes comportamentais em ambito ecoldgico sdo diversas.
A diminui¢do do desempenho natatorio dos girinos, por exemplo, pode levar a uma maior
taxa de predacdo (JUNG; JAGOE, 1995), uma vez que, quando mais lentos, podem ter
complicagdes para fugir de um predador. Outra consequéncia gerada pela diminui¢do da

distancia percorrida pelo organismo seria dificuldade em encontrar fontes de alimento. Em
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uma escala mais ampla, os efeitos subletais constatados podem causar o decaimento
populacional das espécies de anfibios locais, gerando um desequilibrio ecossistémico.

Aspectos morfoldgicos gerais, tais como taxas de crescimento e desenvolvimento dos
girinos expostos ao rejeito de mineragdo, ndo foram alterados tanto apos exposicao aguda
como cronica. Entretanto, estudos avaliando toxicidade de metais em anfibios tem mostrado
que esses contaminantes podem causar alteragdes na metamorfose, diminuindo ou acelerando
este processo. Por exemplo, estudos de Veronez et al., (2016), mostraram que os metais ferro
€ magnésio em concentragdes subletais sdo capazes de induzir um atraso na metamorfose de
girinos de L. catesbeianus. Além disso, segundo Jung & Jagoe (1995), o aluminio foi capaz
de reduzir a taxa de crescimento de girinos de Hyla cinerea. Por outro lado, o cadmio agiu de
maneira oposta sobre 0os mesmos aspectos em Rana pipiens € Bufo americanos, provocando
um aumentou na taxa de crescimento e aceleragdo do desenvolvimento desses girinos
(GROSS; CHEN; KARASOV 2007; JAMES; LITTLE, 2003). Os efeitos morfoldgicos
provocados por exposi¢do a metais em anfibios parecem depender das concentragdes e
condigdes da exposi¢do, bem como da vulnerabilidade das espécies e o tempo de
metamorfose tomado por elas para completar o processo. Tanto o atraso, quanto a aceleragao
do desenvolvimento, sdo considerados interferentes ecoldgicos na sobrevivéncia de anfibios
adultos, uma vez que podem, respectivamente, aumentar a vulnerabilidade de larvas a
predadores por periodos prolongados de exposi¢do ou gerar adultos menores e mais fracos
devido a menor aquisi¢do e estoque de energia.

Outro efeito subletal do rejeito de mineragdo observado no presente estudo foi a
reducdo da taxa de consumo de oxigénio dos individuos expostos a contamina¢do. De acordo
com Marcantonio (2015), o zinco ¢ um elemento que estimula a forma¢do de um muco sobre
a pele de girinos de L. catesbeianus e que pode interferir na troca gasosa destes animais, que
ocorre em grande parte por via dérmica (STORER & USINGER, 1979; LIMA &
AGOSTINHO, 1989). Além disso, os efeitos diretos de toxicidade de exposi¢ao aos metais
podem ter provocados danos fisioldgicos nos girinos, os quais, consequentemente, tiveram
suas taxas respiratorias reduzidas quando expostos ao rejeito. A diminuicdo da taxa
respiratoria em girinos pode trazer diversos efeitos para anfibios em sistemas naturais além do
processo de trocas de gases, tais como mudancas no desempenho e eficidcia de movimento em
corpos d’agua diversos. De fato, nossos resultados mostraram que a exposi¢ao ao rejeito de
mineracao provocou diminui¢do nos movimentos natatorios e velocidades de natagao dos
girinos apos exposicdo de 16 dias, principalmente quando expostos a concentragdes mais

elevadas dos metais. Dados bioquimicos seriam importantes para esclarecer lacunas
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fisiologicas sobre como a presenca e interagdo dos metais presentes no rejeito atuam para
induzir alteracdes em tais aspectos fisiologicos e comportamentais. Com avaliagdo de
possibilidades futuras, esses testes serdo repetidos para as analises dos biomarcadores
bioquimicos, as quais haviam sido propostas inicialmente neste trabalho.

Outra questao em relacdo aos metais ¢ a alta probabilidade de acumulagdo nos tecidos
dos organismos expostos. Sabe-se que, quando acumulados em girinos de L. catesbeianus, o
ferro e o manganés induzem o estresse oxidativo, acarretando em efeitos genotdxicos, como
danos ao DNA dos eritrécitos € aumento na frequéncia de micronucleos, além de outros
efeitos bioquimicos (VERONEZ et al., (2016). O chumbo, por sua vez, também ¢ acumulado
nos tecidos dos girinos e pode ser biomagnificado ao longo da cadeia tréfica, sendo
encontrado em potenciais predadores(BIRDSALL; GRUE; ANDERSON, 1986). Embora o
acumulo desses metais nos tecidos dos girinos nao tenha sido avaliado nesse estudo, a base
literaria ¢ suficientemente vasta para indicar os possiveis problemas ambientais apresentados
pela exposi¢do de animais aquaticos a metais ao longo da cadeia trofica. Essas sdo questdes
importantes e deveriam ser alvo de maior atengdo para a regido do municipio de Mariana,
MG, bem como para areas adicionais atingidas pelo desastre. At¢ o momento, estudos
destinados a avaliar a bioacumulacdo e biomagnificacdo desses metais em organismos
expostos a area do desastre sdo escassos € muito pouco discutidos. A falta de dados dificulta
estimar de forma mais precisa os efeitos futuros do desastre tanto para biodiversidade como
para saude humana.

Por fim, os resultados provenientes do teste de evitamento (ou avoidance) mostraram
que os girinos ndo evitaram o0s compartimentos com presenca de rejeito, mas
preferencialmente optaram pelas extremidades do sistema, tanto pelo ambiente limpo
(controle) quanto pelo ambiente mais contaminado (tratamentos 75% e 100%), evitando as
concentragoes intermediarias. Aragjo et al., (2014) mostrou em estudos prévios que girinos de
L. catesbeianus possuem a capacidade de evitar ambientes expostos a certos contaminantes,
tais como o cobre e alguns agrotoxicos. O mesmo padrdo comportamental ndo foi observado
de forma clara no presente estudo, provavelmente devido a baixa toxicidade do rejeito gerada
pelas diluigdes testadas em laboratério. Evitar ambientes contaminados pode ser considerado
uma estratégia importante de sobrevivéncia para animais aquaticos em areas perturbados pela
acdo humana. O comportamento observado nesse estudo, no qual girinos ndo evitam locais
influenciados pela presenca do rejeito, aumentam as chances de exposicdo aos diversos metais
presentes na fase aquosa e da intensificagdo de efeitos subletais desencadeados por esses

compostos, inclusive em mistura. Isso ¢ principalmente preocupante para anfibios durante o
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estagio de vida larval, que além de apresentarem alta permeabilidade cutdnea, como
mencionado anteriormente, também apresentam capacidade de deslocamento relativamente
baixa quando comparada a outros vertebrados aquaticos, como peixes. Essas caracteristicas
intrinsecas do grupo, combinada a baixa habilidade de evitamento de locais expostos pelo
rejeito, oferecem motivos fortes de preocupacdo para conservagdo de espécies nativas locais
tanto no municipio de Mariana, como nas demais areas atingidas.

Atualmente, trés anos ap6s a avalanche de lama, com a impossibilidade de remocao
dos milhdes de metros cubicos de rejeito depositados ao longo da bacia do Rio Doce, a
realidade em que toda a biodiversidade estd submetida ¢ de uma exposicao subletal e de longo
prazo. Além disso, ¢ preciso ressaltar que as condigdes obtidas em laboratorio ndo foram tao
severas quanto aquelas ocorridas no dia 05 de novembro de 2015, quando ocorreu o
rompimento da Barragem do Fundao. Portanto, devemos ter em mente que os efeitos, tanto
agudos quanto cronicos, constatados no presente trabalho podem ser ainda mais severos em
escala real. Além disso, no ambiente natural existem diversos outros estressores aos quais 0s
girinos estao submetidos, tais como variacao de temperatura, pH e outros parametros fisico-
quimicos, além de predadores, competi¢dao por alimento e a presenca de outros contaminantes,
os quais poderiam sensibilizar ainda mais os organismos (BLAUSTEIN; KIESECKER,
2002), intensificando os efeitos adversos causados pelo rejeito. Nesse trabalho, ressaltamos a
caréncia e a necessidade de estudos avaliando os riscos da exposi¢ao de anfibios, bem como
da biodiversidade em diferentes niveis troficos, aos rejeitos de mineragdo nas areas afetadas

pelo desastre.
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8 CONCLUSOES FINAIS

Considerando os objetivos estabelecidos e os resultados obtidos no presente trabalho,

conclui-se.

1i.

iil.

1v.

Vi.

vil.

O rejeito de mineragdo proveniente do rompimento da Barragem do Fundao
ndo apresentou efeito agudo letal sobre girinos de L. catesbeianus.

Foi possivel observar efeitos subletais sobre a capacidade natatoria dos girinos
mesmo em uma exposicao de curto prazo (96 horas), por meio da diminuicao
da velocidade maxima de natagdo na maior concentracao testada.

Os efeitos subletais sdo potencializados apds exposicao cronica, de forma que,
tanto a velocidade maxima de natagdo, quanto a distancia total percorrida
diminuiram significativamente em todas as concentragdes testadas apos 16 dias
de exposi¢ao.

Ap6s 20 dias de exposi¢do, foi constatada a diminui¢do da taxa de consumo de
oxigénio por grama de animal em girinos expostos a maior concentracao de
rejeito.

Nao foi constatada diferenga no crescimento ¢ desenvolvimento entre os
girinos expostos ao rejeito e o controle.

O teste de evitamento mostrou que os girinos buscam os extremos do sistema,
fugindo das concentragdes intermediarias para o controle ou para
concentracdes mais elevadas, podendo permanecer em ambiente contaminado
e estando suscetivel a intensificacdo dos efeitos da contaminagdo pelo rejeito
de mineracao.

O presente trabalho trata-se de um estudo prévio, outros estudos mais
profundos devem ser realizados para compreender ainda mais as consequéncias

ambientais do desastre.
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9 SUGETOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando as experiéncias adquiridas ao longo da realiza¢do do presente trabalho,

sdo apresentadas a seguir sugestdes de trabalhos a serem realizados futuramente, para

avaliacdo dos efeitos da contaminagdo ambiental por rejeito de mineragao proveniente do

rompimento da Barragem do Fundao sobre os anfibios.

1i.

iil.

1v.

Realizar analises de biomarcadores, tais como enzimas de estresse oxidativo e
acetilcolinesterase, para compreender melhor os efeitos da contaminagdo por
rejeito sobre os organismos.

Realizar estudos utilizando espécies nativas da regido atingida pelo desastre,
para comparar com a espécie modelo utilizada no presente estudo.

Realizar outros estudos introduzindo, além da contaminagdo por rejeito de
mineragdo, outros estressores, como variacdo de temperatura e presenga de
predadores, buscando compreender melhor como os girinos reagiriam em uma
escala mais proxima a realidade.

Realizar estudos em modelos ecossistémicos, para compreender melhor como
os efeitos observados podem afetar a populagdo ou a comunidade

ecossistémica em uma escala mais proxima a realidade.
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APENDICE A — Dados obtidos na exposicdo aguda

Concentracio Réplica | Distincia (cm) Velocidade (m/s)

1 197,84 0,26

2 71,79 0,36

3 89,22 0,46

4 82,24 0,29

Controle 5 46,15 0,23
6 63,68 0,47

7 60,83 0,35

8 77,66 0,47

9 96,55 0,39

1 135,29 0,46

2 151,78 0,18

3 67,81 0,31

4 54,44 0,21

10% 5 79,84 0,37
6 48,89 0,20

7 118,21 0,24

8 68,18 0,14

9 178,34 0,33

1 69,70 0,25

2 141,57 0,29

3 142,88 0,30

4 55,14 0,30

25% 5 71,40 0,30
6 67,58 0,15

7 62,38 0,30

8 97,74 0,21

9 184,06 0,36

1 89,97 0,32

2 23,67 0,24

3 56,12 0,22

4 59,25 0,24

50% 5 76,48 0,22
6 40,69 0,23

7 59,39 0,27

8 52,11 0,27

9 133,78 0,26

1 85,86 0,22

2 82,44 0,34

3 93,79 0,22

4 37,63 0,22

75% 5 71,16 0,22
6 102,48 0,28

7 78,46 0,25

8 72,94 0,30

9 122,48 0,26

1 54,08 0,29

2 51,23 0,11

3 119,22 0,26

4 99,01 0,13

100% 5 85,61 0,17
6 96,27 0,26

7 100,66 0,22

8 130,55 0,20

9 60,87 0,23
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APENDICE B — Tabela de multicomparagdo dos valores de p do teste de

Kruskal-Wallis para a distancia percorrida pelos girinos expostos no teste agudo

Cont 10% 50% 75% 100%
Cont - 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
10% 1,000000 - 1,000000 | 0,303297 | 1,000000 | 1,000000
25% 1,000000 | 1,000000 - 0,268855 | 1,000000 | 1,000000
50% 1,000000 | 0,303297 | 0,268855 - 0,430696 | 0,355169
75% 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,430696 - 1,000000
100% 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,355169 | 1,000000 -

APENDICE C — Parametros fisicos e quimicos da exposi¢do aguda

Tratamento pH OD (mg/L) | Cond (uS/cm?) | TDS (mg/L) | Turbidez (UNT)
Inicial 6,53 7,29 26,5 13 0
Cont
Final 7,18 7,14 28,9 13 0
10% Inicial 6,40 6,83 32,5 15 640
Final 7,23 7,05 34,1 16 68
259 Inicial 6,54 6,88 36,2 18 840
Final 7,29 7,07 39,6 19 60
50% Inicial 6,62 6,93 46,8 22 1640
Final 7,35 7,04 53,9 25 182
759 Inicial 6,78 6,93 59,7 27 2450
Final 7,39 6,94 63,9 30 251
100% Inicial 6,92 6,89 68,5 32 3240
Final 7,48 6,91 81,3 38 466

APENDICE D - Calibra¢io com NaCl do sistema de evitamento (avoidance)

Compartimento Inicial Final Sistema 1 Final Sistema 2
Conc. Condut. Conc. Condut. Conc. Condut.
(mg/L) (nS/cm?) (mg/L) (nS/cm?) (mg/L) | (uS/cm?)

1 0 28,0 4,8 38,5 3,8 36,4

2 17 63,8 14,0 58,2 14,3 58,9

3 33 98,8 32,6 97,8 34,0 100,8

4 50 137,6 45,7 125,7 48,7 132,3

5 66 169,0 65,6 168,2 65,8 168,6

6 83 204,0 81,9 203,0 81,0 201,0
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APENDICE E — Calibracdo sem contaminacio do sistema de evitamento

(avoidance)
Sistema 1
Compartimentos | N. Observado | N. Esperado | N. Evasores | % Evitamento
0 4 4 0 0
1 2 4 2 50,0
2 1 3 2 66,6
3 2 3 1 33,3
4 1 2 1 50,0
5 2 2 0 0
Sistema 2
Compartimentos | N. Observado | N. Esperado | N. Evasores | % Evitamento
0 3 3 0 0,0
1 2 3 1 33,3
2 2 3 1 33,3
3 2 3 1 33,3
4 1 2 1 50,0
5 2 2 0 0,0

APENDICE F — Parametros dos sistemas de evitamento (avoidance)

91

Avoidance - Sistema 1

pH OD (mg/L) Cond(uS/cm?) TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,08 7,37 27,0 13 0
Final 7,25 6,86 40,3 18 28
10% | Inmicial | 6,55 7,35 30,6 14 350
Final 7,35 7,03 46,4 22 176
25% | Imicial | 6,79 7,37 36,9 17 900
Final 7,39 6,94 50,6 23 222
50% | Imicial | 6,95 7,34 49,4 24 3200
Final 7,44 6,91 57,6 27 310
75% | Imicial | 6,96 7,31 51,3 24 3000
Final 7,45 6,87 65,3 31 560
100% | Imicial | 7,50 7,41 72,6 34 4000
Final 7,45 6,75 69,3 33 640
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Avoidance - Sistema 2

pH | OD (mg/L) Cond(uS/cm?) TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,08 7,37 27,0 13 0
Final | 7,11 6,91 49,8 24 153
10% | Inicial | 6,55 7,35 30,6 14 350
Final | 7,22 6,86 50,6 27 348
25% | Inmicial | 6,79 7,37 36,9 17 900
Final | 7,32 6,87 57,3 27 520
50% | Imicial | 6,95 7,34 49,4 24 3200
Final | 7,37 6,75 65,2 31 620
75% | Inicial | 6,96 7,31 51,3 24 3000
Final | 7,37 6,79 67,7 32 770
100% | Inmicial | 7,50 7,41 72,6 34 4000
Final | 7,39 6,83 68,2 32 930

Avoidance - Sistema 3

pH | OD (mg/L) Cond(uS/cm?) TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,28 7,39 27,2 13 0
Final | 7,05 7,42 47,5 22 63
10% | Inicial | 6,65 7,39 28,9 14 283
Final | 7,15 7,48 50,0 24 132
25% | Inmicial | 6,78 7,38 33,6 16 800
Final | 7,20 7,51 56,0 26 308
50% | Inicial | 6,94 7,48 44,6 21 1860
Final | 7,23 7,36 56,3 26 390
75% | Inicial | 6,86 7,48 43,8 24 2330
Final | 7,27 7,65 58,2 27 461
100% | Inicial | 7,42 7,46 66,4 31 4500
Final | 7,26 7,37 57,3 29 1000

Avoidance - Sistema 4

pH | OD (mg/L) Cond(uS/cm?) TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,28 7,39 27,2 13 0
Final | 7,03 7,40 39,0 12 37
10% | Inicial | 6,65 7,39 28,9 14 283
Final | 7,20 7,27 46,0 22 120
25% | Inicial | 6,78 7,38 33,6 16 800
Final | 7,30 7,70 49,8 24 350
50% | Inicial | 6,94 7,48 44,6 21 1860
Final | 6,31 7,67 55,4 26 400
75% | Inicial | 6,86 7,48 43,8 24 2330
Final | 7,30 7,24 66,4 31 430
100% | Inicial | 7,42 7,46 66,4 31 4500
Final | 7,30 7,59 63,2 30 1070
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APENDICE G — Dados obtidos na exposi¢do cronica 1 (16 dias)

Trat Réplica Animal Dist (cm) Vel.(m/s) Peso (g) Comp. (mm) Estagio

1 1 209,56 0,30 0,210 11,1 27
1 2 186,48 0,37 0,293 12,1 28
1 3 171,93 0,20 0,257 11,2 27
1 4 144,27 0,38 0,179 10,3 27
1 5 198,29 0,58 0,237 10,3 28
1 6 241,57 0,49 0,224 10,5 27
2 1 77,00 0,33 0,105 8.4 25
2 2 109,4 0,26 0211 10,0 27
2 3 218,25 0,43 0,244 11,3 27
2 4 165,37 0,25 0,141 9,5 26
2 S 198,62 0,42 0,263 11,1 28
Controle 2 6 174,80 0,44 0,277 11,2 27
3 1 100,09 0,29 0,147 9.7 27
3 2 204,14 0,39 0,200 10,0 26
3 3 150,49 0,37 0,199 10,1 26
3 4 150,24 0,31 0,212 10,0 27
3 S 127,03 0,45 0,196 10,7 26
4 1 118,42 0,28 0,223 10,5 27
4 2 128,66 0,35 0,180 10,4 28
4 3 147,12 0,44 0,227 10,8 26
4 4 140,63 0,47 0,157 95 26
4 5 58,27 0,47 0,373 13,3 28
4 6 177,14 0,35 0,273 11,4 28
1 1 117,10 0,25 0,132 3.6 25
1 2 75,38 0,31 0,170 94 25
1 3 65,61 0,22 0,196 10,0 26
1 4 107,41 0,32 0,283 10,7 26
1 5 101,42 0,27 0,152 9,2 26
1 6 118,85 0,31 0,307 11,2 26
2 1 70,99 0,21 0,186 10,0 26
2 2 66,17 0,24 0,185 10,1 25
2 3 63,58 0,38 0,245 10,0 26
2 4 64,72 0,39 0,240 10,7 26
25% 2 5 68,21 0,28 0,199 10,2 26
3 1 86,29 0,31 0,233 10,5 26
3 2 4337 0,32 0213 10,1 26
3 3 69,31 0,39 0,320 12,0 26
3 4 08,04 0,42 0,291 11,3 27
3 5 58,17 0,21 0,193 10,0 26
3 6 51,39 0,26 0,171 9,2 27
4 1 84,51 0,23 0,206 10,4 27
4 2 78,95 0,35 0,295 114 25
4 3 75,60 0,29 0,261 10,5 25
4 4 47,53 0,32 0,267 112 26
4 5 92,21 0,42 0,282 11,0 26
1 1 59,88 0,26 0,150 8,7 27
1 2 71,20 0,30 0,218 10,3 26
1 3 117,92 0,34 0212 9.7 26
1 4 76,44 0,37 0,256 10,7 25
1 5 109,47 0,33 0,207 95 26
1 6 70,38 0,39 0,284 10,4 27
2 1 87,87 0,35 0,188 9,3 27
2 2 45,09 0,29 0213 10,4 26
2 3 60,48 0,26 0,219 10,5 26
2 4 73,34 0,28 0,252 10,7 26
2 5 34,09 0,25 0,291 10,5 26
50% 2 6 41,57 0,29 0,180 9,6 25
3 1 66,49 0,32 0,179 10,1 28
3 2 30,40 0,30 0,257 10,4 27
3 3 118,14 0,28 0,351 11,5 25
3 4 85,34 0,30 0212 95 27
3 5 05,82 0,35 0,203 95 26
3 6 88,49 0,27 0,147 9,0 26
4 1 121,18 0,36 0,409 13,0 27
4 2 71,83 0,21 0,130 9.0 26
4 3 122,17 0,40 0,288 11,1 27
4 4 53,31 0,26 0,216 9.0 25
4 5 63,08 0,18 0,178 93 27
4 6 68,02 0,21 0,125 9,0 26
1 1 115,77 0,28 0,223 10,3 27
1 2 111,56 0,40 0,420 13,0 27
1 3 61,41 0,21 0312 11,5 26
1 4 99,96 0,32 0,236 10,0 26
1 5 49,47 0,23 0,206 94 26
1 6 132,20 0,32 0,403 13,0 26
2 1 110,36 0,23 0,148 8.5 25
2 2 52,60 0,16 0,181 94 27
2 3 68,29 0,20 0,160 9.6 27
2 4 77,29 0,31 0,185 93 27
2 5 82,35 0,26 0,240 10,3 27
100% 3 1 84,40 0,23 0,257 11,0 27
3 2 54,53 0,23 0,294 112 26
3 3 99,28 0,33 0,229 10,6 26
3 4 104,44 0,29 0,321 12,2 27
3 5 B B 0,309 10,5 25
3 6 65,47 0,19 0,246 10,4 26
4 1 82,84 0,22 0,299 11,1 26
4 2 85,54 0,34 0,459 12,4 26
4 3 90,55 0,22 0,186 9.6 26
4 4 64,83 0,23 0,165 9.7 27
4 5 79,10 0,25 0,328 11,6 26
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dias)
Girino | Peso (g)
1 0,282
2 0,270
3 0,340
4 0,155
5 0,280
6 0,312
7 0,220
8 0,179
9 0,182
10 0,511
11 0,214
12 0,199

APENDICE H — Peso inicial de girinos ao inicio da exposi¢do cronica 1 (16

APENDICE I — Tabela de multicomparagio dos valores de p do teste de
Kruskal-Wallis para o peso dos girinos da exposi¢@o cronica 1 (16 dias)

Controle 25% 50% 100%

Controle | - 1,000000 1,000000 0,326883

25% 1,000000 - 1,000000 1,000000

50% 1,000000 1,000000 - 0,570793
100% 0,326883 1,000000 0,570793 -

APENDICE J — Tabela de multicomparagéo dos valores de p do teste de
Kruskal-Wallis para o comprimento dos girinos da exposi¢ao cronica 1 (16 dias)

Controle 25% 50% 100%

Controle | - 1,000000 0,131815 1,000000

25% 1,000000 - 0,592197 1,000000

50% 0,131815 0,592197 - 0,255823
100% 1,000000 1,000000 0,255823 -
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APENDICE K — Parametros fisicos e quimicos da exposi¢do cronica 1 (16 dias)

Exposi¢do Cronical - Troca 1

pH OD (mg/L) Cond (uS/cm?) | TDS (mg/L) | Turbidez (UNT)
Inicial 6,52 7,36 29,1 14 0
Cont
Final 7,22 7,02 44,0 21 2
259, Inicial 6,58 7,26 39,1 18 930
(1]
Final 7,20 7,05 44,4 25 68
50% Inicial 6,66 7,27 50,9 24 1480
(1]
Final 7,32 7,12 64,3 29 85
100% Ir.11c1al 6,98 7,28 71,7 34 3360
Final 7,36 6,66 95,3 45 40
Exposicio Cronical - Troca 2
pH OD (mg/L) Cond (uS/cm?) TDS (mg/L) | Turbidez (UNT)
Inicial 6,55 7,82 26,9 12 0
Cont -
Final 7,29 7,84 39,8 18 2
25% Inicial 6,65 7,75 37,9 18 530
(1)
Final 7,45 7,86 44,0 21 35
50% Inicial 6,68 7,80 50,6 24 1000
(1)
Final 7,53 7,86 63,2 29 42
100% Inicial 7,05 7,80 67,2 31 2300
Final 7,44 7,26 95,3 45 24
Exposi¢do Cronical - Troca 3
pH OD (mg/L) Cond (uS/cm?) | TDS (mg/L) | Turbidez (UNT)
Inicial 6,61 7,43 26,9 12 0
Cont
Final 7,45 7,82 30,8 14 3
259, Inicial 6,71 7,36 37,6 18 650
Final 7,45 7,80 43,7 21 38
50% Inicial 6,89 7,41 49,8 24 910
(1]
Final 7,51 7,66 62,4 30 65
100% Inicial 7,11 7,42 63,2 29 1510
Final 7,59 7,68 94,7 45 80
Exposicio Cronical - Troca 4
pH OD (mg/L) Cond (uS/cm? | TDS (mg/L) | Turbidez (UNT)
Inicial 6,55 7,53 29,2 13 0
Cont
Final 7,11 7,46 32,5 14 2
259, Inicial 6,64 7,56 38,1 18 930
(1]
Final 7,40 7,55 47,0 22 31
50% Inicial 6,92 7,58 48,6 23 1560
(1]
Final 7,44 7,46 62,0 29 59
100% Inicial 6,90 7,61 63,0 30 2830
Final 7,49 7,17 94,3 44 87




98



APENDICE L — Dados obtidos na exposicdo cronica 2 (20 dias)

Conc Réplica Vel max (m/s) Dist (cm) Peso (g) Comp (mm) Estagio
Cont 1 0,47 306,1 1,379 20,3 29
Cont 2 0,24 40,31 1,294 19,2 28
Cont 3 0,53 156,8 1,67 22,5 29
Cont 4 0,23 100,86 1,397 20,2 29
Cont 5 0,51 266,25 2,126 22,5 31
Cont 6 0,24 367,52 1,665 21 29
Cont 7 0,42 265,84 2,886 24 32
Cont 8 0,44 459,36 2,002 22,6 32
Cont 9 0,5 208,57 3,008 24,2 31
Cont 10 0,57 232,82 3,368 27 31
Cont 11 0,23 268,46 3,817 27,1 33
Cont 12 0,67 184,01 1,854 20,7 30
Cont 13 0,34 136,91 1,626 20,1 29
Cont 14 0,48 196,96 2,327 21,3 30
Cont 15 0,55 440,08 1,738 21,3 29
Cont 16 - - - - 30
Cont 17 - - 3,768 26,4 31
Cont 18 - - 3,852 27,2 31
Cont 19 - - 3,921 28,1 31
Cont 20 - - 3,346 26,6 30

Cl 1 0,48 263,93 1,937 21,7 28
Cl 2 0,44 187,07 1,491 19,6 31
Cl 3 0,2 121,02 1,824 22 29
Cl 4 0,28 114,05 2,005 22,4 29
Cl 5 0,54 233,53 3,063 25,5 31
Cl 6 0,45 279.9 4,142 27,7 31
Cl 7 0,49 231,26 1,653 21 29
Cl 8 0,49 243,62 2,245 22,1 31
Cl 9 0,48 173,45 2,387 234 29
Cl 10 0,49 153,46 1,355 20,1 28
Cl 11 0,37 182,36 2,596 243 28
Cl 12 0,52 227,56 2,811 26 31
Cl 13 0,58 165,82 1,74 22 31
Cl 14 0,51 174,31 2,083 22,3 29
Cl 15 0,43 150,76 1,306 19,2 29
Cl 16 - - 4,028 273 30
Cl 17 - - 3,812 28,3 31
Cl 18 - - 2,776 254 29
Cl 19 - - 2,503 274 28
Cl 20 - - 4,286 28,5 31
C2 1 0,49 460,82 1,569 21 28
C2 2 0,44 162,1 2,399 233 31
C2 3 0,51 244,67 1,82 23,2 30
C2 4 0,4 262,46 1,668 22 30
C2 5 0,54 217,66 1,512 20 29
C2 6 0,3 302,23 3,172 25,8 32
C2 7 0,48 198,46 1,657 21 28
C2 8 0,42 188,88 2,598 25,1 30
C2 9 0,38 124,55 1,965 22 31
C2 10 0,47 297,79 2,041 22,1 31
C2 11 0,42 331,18 2,076 22,5 31
C2 12 0,28 264,95 3,532 27,3 31
C2 13 0,35 179,29 3,7 27,7 33
C2 14 0,24 170,35 1,41 19,6 28
C2 15 0,34 116,21 2,036 22,7 31
C2 16 - - 2,044 23,7 28
C2 17 - - 4,115 28,5 31
C2 18 - - 3,16 28,2 30
C2 19 - - 3,895 27,5 31
C2 20 - - 3,696 27,9 30
C3 1 0,44 359,07 3,614 28 31
C3 2 0,3 208,3 1,515 21 29
C3 3 0,27 235,66 2,115 23,1 31
C3 4 0,39 109,45 2,156 23 31
C3 5 0,26 333,18 1,838 22 29
C3 6 0,42 131,14 2,272 23,2 32
C3 7 0,4 232,07 3,298 27,1 32
C3 8 0,29 206,59 1,869 22,6 28
C3 9 0,33 119,29 4,223 28,4 31
C3 10 0,55 188,48 4,716 28,5 33
C3 11 0,47 207,01 1,703 21 29
C3 12 0,25 96,74 1,926 21,7 30
C3 13 0,38 283,65 2,359 24,2 31
C3 14 0,29 252,88 2,53 28,5 29
C3 15 0,31 254,44 1,715 27,6 28
C4 16 - - 2,854 24,6 28
C5 17 - - 5,254 30,5 31
Co 18 - - 2,025 21,5 28
Cc7 19 - - 2,48 22,7 29
C8 20 - - 4,492 27,1 31
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APENDICE M — Tabelas de multicomparagao dos valores de p do teste de
Kruskal-Wallis para distancia percorrida pelos girinos da exposi¢cdo cronica 2

(20 dias)
Controle 25% 50% 100%
Controle | - 0,777337 1,000000 1,000000
25% 0,7777337 - 1,000000 1,000000
50% 1,000000 1,000000 - 1,000000
100% 1,000000 1,000000 1,000000 -

APENDICE N — Tabelas de multicomparagéo dos valores de p do teste de
Tukey para velocidade méxima de natagdo dos girinos da exposi¢do cronica 2

(20 dias)
Controle 25% 50% 100%
Controle | - 0,941681 0,926000 0,267386
25% 0,941681 - 0,639201 0,088235
50% 0,926000 0,639201 - 0,617795
100% 0,267386 0,088235 0,617795 -

APENDICE O — Tabelas de multicomparacéo dos valores de p do teste de
Kruskal-Wallis para comprimento dos girinos da exposi¢ao cronica 2 (20 dias)

Controle 25% 50% 100%

Controle | - 1,000000 1,000000 0,405790

25% 1,000000 - 1,000000 1,000000

50% 1,000000 1,000000 - 1,000000
100% 0,405790 1,000000 1,000000 -

APENDICE P — Tabelas de multicomparagio dos valores de p do teste de
Kruskal-Wallis para peso dos girinos da exposi¢ao cronica 2 (20 dias)

Controle 25% 50% 100%

Controle | - 1,000000 1,000000 1,000000

25% 1,000000 - 1,000000 1,000000

50% 1,000000 1,000000 - 1,000000
100% 1,000000 1,000000 1,000000 -
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APENDICE Q — Dados da respirometria obtidos apds a exposi¢io cronica 2 (20

dias)
Taxa de consumo de Oxigénio Taxa de consumo de oxigénio
(mgQO»/animal*h) Peso (g) (mgQ0,/g*h)
Cont 1 22,9233 1,379 16,623
Cont 2 21,4772 1,294 16,597
Cont 3 22,4977 1,670 13,472
Cont 4 22,3347 1,397 15,988
25% 1 22,4154 1,937 11,572
25% 2 22,9614 1,491 15,400
25% 3 22,2509 1,824 12,199
25% 4 21,2782 2,005 10,613
50% 1 19,9255 1,569 12,699
50% 2 22,3512 2,399 9,317
50% 3 20,1331 1,820 11,062
50% 4 22,5487 1,668 13,518
100% 1 21,1008 3,614 5,839
100% 2 22,0642 1,515 14,564
100% 3 21,8275 2,115 10,320
100% 4 21,5273 2,156 9,985
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APENDICE R — Parametros fisicos e quimicos da exposicdo cronica 2 (20 dias)

Exposicdo Cronica 2 - Troca 1
pH | OD (mg/L) | Cond(uS/cm?) | TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,3 7,54 26,7 13 0
Final | 7,11 6,58 29,7 14 3
25% | Imicial | 6,61 7,52 37,2 18 1290
Final | 7,38 7,54 48,5 22 14
50% | Inicial | 6,80 7,58 50,2 24 2160
Final | 7,48 7,58 61,0 29 51
100% | Imicial | 6,92 7,64 60,2 28 3850
Final | 7,57 7,57 82,6 39 60
Exposiciao Cronica 2 - Troca 2
pH OD (mg/L) | Cond(uS/cm?) | TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,75 7,99 27,2 12 0
Final | 7,30 7,53 31,0 14 3
25% | Inicial | 6,87 7,67 42,7 19 1560
Final | 7,50 7,65 45,0 22 8
50% | Inicial | 6,96 7,60 49.6 23 3700
Final | 7,56 7,77 60,7 29 9
100% | Imicial | 7,15 7,68 65,4 31 4400
Final | 7,76 7,71 84,4 40 9
Exposi¢ao Cronica 2 - Troca 3
pH OD (mg/L) Cond(uS/cm?) | TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,55 7,58 28,4 13 0
Final | 7,26 7,46 30,5 14 4
25% | Inicial | 6,69 7,61 38,6 18 1580
Final | 7,43 7,56 46,5 22 8
50% | Imicial | 6,89 7,64 47,1 22 2894
Final | 7,5 7,52 61,6 30 8
100% | Inicial | 7.0 7,62 61,0 28 4420
Final | 7,62 7,51 84,0 40 9
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Exposi¢ao Cronica 2 - Troca 4
pH | OD (mg/L) | Cond(nS/cm?) | TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,48 7,47 26,9 13 0
Final | 7,05 7,32 29.9 14 3
25% | Inicial | 6,68 7,41 38,2 18 1220
Final | 7,37 7,62 45,6 21 9
50% | Imicial | 6,78 7,32 48,6 23 2800
Final | 7,42 7,60 59,5 28 8
100% | Inmicial | 6,95 7,42 58,9 28 3820
Final | 7,57 7,58 82,8 39 9
Exposi¢ao Cronica 2 - Troca 5
PH | OD (mg/L) | Cond(uS/cm? | TDS(mg/L) | Turbidez(UNT)
Cont | Inicial | 6,39 7,40 27,0 13 0
Final | 7,15 7,21 31,0 15 2
25% | Inmicial | 6,61 7,50 37,8 18 1530
Final | 7,42 7,62 45,4 21 5
50% | Imicial | 6,81 7,51 48,0 23 2740
Final | 7,52 7,59 60,4 29 6
100% | Imicial | 9,96 7,55 61,0 29 4340
Final | 7,62 6,96 84,8 40 8
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ANEXO A — Estagios de desenvolvimento de girinos.

Elaborada por Gosner (1960), esta tabela foi utilizada para identificar os estagios de

desenvolvimento no qual os girinos se encontravam apos a exposi¢ao cronica de 16 dias.
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Moulhparts Obwous
E-pna:h Forms on Ledt
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