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RESUMO

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), o maior roedor do mundo, ¢ um animal
semiaquatico, herbivoro, que se organiza em grupo e ¢ adaptado a viver em areas altamente
antropizadas. Em razdo dos seus habitos ecoldgicos e de sua posicdo na cadeia trofica, a
espécie possui potencial para atuar como bioindicadora da qualidade ambiental. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar elementos quimicos em quatro
tipos de amostras bioldgicas e estimar o tamanho do genoma desses animais em papa
leucocitaria. Essas informagdes podem nortear atividades de monitoramento em ambientes
antropizados. Foram coletadas amostras de pelos, fezes, sangue e soro de 20 individuos
oriundos da Bacia do Rio Paraopeba, para quantificar os elementos quimicos, sendo eles:
aluminio (Al), arsénio (As), chumbo (Pb), cobre (Cu), ferro (Fe), cadmio (Cd), cromo (Cr),
cobalto (Co), niquel (Ni) e manganés (Mn). A papa leucocitaria também foi utilizada para
realizar a estimativa do genoma em citometro de fluxo. Os resultados de bioacumulagdo de
metais mostraram que os dez elementos quimicos selecionados foram encontrados em
amostras de pelos e fezes, sendo detectados apenas 5 € 6 em sangue e soro, respectivamente.
Os elementos quimicos com maiores concentragdes nos quatro tipos amostrais foram
aluminio e ferro, enquanto o caddmio foi o metal toxico com as menores concentragdes
observadas em pelos e fezes. Os resultados das analises de citometria de fluxo para a

estimativa do genoma nao evidenciaram diferenga entre machos e fémeas.

Palavras-chave: capivara; metais toxicos; macroelementos; genoma; Bacia Paraopeba.



ABSTRACT

The capybara (Hydrochoerus hydrochaeris), the world’s largest rodent, is a semi-aquatic,
herbivorous animal that lives in groups and is adapted to living in highly anthropized areas.
Due to its ecological habits and its position in the food chain, the species has the potential to
serve as a bioindicator of environmental quality. In this context, the present study aimed to
characterize chemical elements in four types of biological samples and to estimate the genome
size of these animals using leukocyte pap. This information can guide monitoring activities in
human-altered environments. Samples of hair, feces, blood, and serum were collected from 20
individuals from the Paraopeba River Basin, to quantify the chemical elements, namely:
aluminum (Al), arsenic (As), lead (Pb), copper (Cu), iron (Fe), cadmium (Cd), chromium
(Cr), cobalt (Co), nickel (Ni), and manganese (Mn). Leukocyte paste was also used to
estimate the genome via flow cytometry. The results of metal bioaccumulation showed that
the ten selected chemical elements were found in hair and feces samples, with only 5 and 6
detected in blood and serum, respectively. The chemical elements with the highest
concentrations in the four sample types were aluminum and iron, while cadmium was the
toxic metal with the lowest concentrations observed in fur and feces. The results of the flow
cytometry analyses used to estimate genome size showed no difference between males and
females.

Keywords: capybara; toxic metals; macronutrients; genome; Paraopeba Basin.
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1.INTRODUCAO

A mineragdo ¢ uma atividade econdmica baseada na extragdo de recursos minerais do
solo e do subsolo, sendo fundamental para a sociedade moderna por fornecer matérias-primas
utilizadas em diversos setores industriais e no cotidiano da populacdo. Minas Gerais ¢ um
exemplo de estado brasileiro com intensa atividade de mineragdo e contribuicdo desse
comércio para a economia. Apesar de sua importincia econdmica e social, a mineracao
também estd associada a impactos ambientais significativos, afetando diretamente o solo, a
agua, o ar, a fauna e a flora. Esses impactos tornam-se ainda mais evidentes diante de
desastres ambientais relacionados a atividade mineradora, como os que ocorreram nas Bacias
do Rio Doce e Sub-bacia do Ribeirdo Ferro-Carvao, que desdguam suas dguas na bacia do
Paraopeba.

A bacia hidrografica do Rio Paraopeba esta localizada a sudeste do estado de Minas
Gerais e abrange uma area de 13.643 km?, correspondente a 2,5% da érea total do estado de
Minas Gerais. A regido da bacia € caracterizada por uma transi¢ao entre os biomas Cerrado e
Mata Atlantica, abrigando uma grande biodiversidade de fauna e flora. O ambiente que ja se
encontrava profundamente antropizado em decorréncia de atividades como desmatamento,
urbanizagdo, agricultura e principalmente mineragao (Mendes et al. 2023), sofreu alteragdes
ainda mais devastadoras ap6s o rompimento da barragem B1 de Brumadinho, ocorrido em 25
de janeiro de 2019, que liberou cerca de 10 milhdes de metros cubicos de rejeito de mineragao
contendo altas concentracdes de metais como ferro, manganés, aluminio, cromo, chumbo,
cadmio e arsé€nio, responsavel por alterar as dinamicas fisicas, quimicas e bioldgicas da regiao
(Thompson et al. 2020; Parente et al. 2021; Mendes et al. 2023). Em decorréncia disso, a
analise dos impactos toxicoldgicos € essencial para entender como os poluentes provenientes
de atividades mineradoras afetam o ecossistema local.

A andlise dos ecossistemas geralmente envolve estudos de representantes da fauna
considerados bioindicadores da qualidade do ambiente. Dentre esses bioindicadores temos as
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris). Esses mamiferos t€ém hébitos semiaquaticos e sdo
reconhecidos como os maiores roedores do mundo. Possuem habito alimentar herbivoro,
consumindo principalmente gramineas, vegetagao aquatica e plantas presentes nas margens de
corpos d’agua. Além disso, destacam-se por sua elevada capacidade de adaptacdo a ambientes
antropizados, onde frequentemente encontram condigdes favoraveis para sua sobrevivéncia e
reproducdo. Sua estreita interagdo com diferentes compartimentos do ecossistema, como solo,

agua e vegetacdo, aumenta a probabilidade de exposicdo a contaminantes presentes no
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ambiente. Adicionalmente, o sucesso adaptativo e reprodutivo da espécie em dareas
urbanizadas facilita sua amostragem ¢ monitoramento. Dessa forma, analises toxicologicas
em capivaras sao relevantes para estudos de biomonitoramento, uma vez que a presenca ¢ a
concentracdo de contaminantes em suas amostras biologicas podem refletir o nivel de
contamina¢do dos ecossistemas em que elas estdo inseridas.

Considerando a relevancia do desastre de Brumadinho para a Bacia do Paraopeba, bem
como o monitoramento da qualidade ambiental e saude da biodiversidade, avaliar
metodologias em animais de médio porte como as capivaras passa a ser importante para
estudos em ambientes ndo controlados. Por isso, este estudo teve como principal objetivo
analisar a concentracdao de elementos quimicos em diferentes tipos de amostras biologicas de
capivaras que residem ao longo da bacia do rio Paraopeba. A avaliagdo dos niveis de
contaminagdo pode fornecer informagdes relevantes sobre a bioacumulagao de metais pesados
nos organismos que podem embasar o desenvolvimento de estratégias de conservagdo e
recuperagdo de ecossistemas antropizados. Além das andlises de bioacumulacdo nesses
individuos, a estimativa do tamanho do genoma possui grande importancia em analises
toxicoldgicas porque fornece informagdes fundamentais sobre a organizagdo genética,
estabilidade celular e possiveis impactos de agentes toxicos sobre o material genético.

Este estudo busca determinar qual dessas amostras apresenta maior sensibilidade e
representatividade para a deteccdo de contaminantes, subsidiando futuras andlises de
monitoramento ambiental em mamiferos silvestres, além de discutir metodologias de analises,
relevancia no correto preparo de amostras para realizagdo das analises de bioacumulagdo e de
citometria de fluxo, interpretacdo dos resultados a luz das caracteristicas geoquimicas do

ambiente, uma vez que sao animais de vida livre.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biologia das capivaras

As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), pertencentes a familia Caviidae (Rowe e
Honeycutt 2002), s3o os maiores roedores do mundo (Mones e Ojasti 1986). S3o animais
semi aquaticos, caracterizados por um comportamento social, vivendo em grupos familiares
que geralmente variam de 5 a 14 individuos adultos (Moreira et al. 2012). As capivaras
possuem habitos diurnos, periodo que elas passam mais tempo na 4gua para termorregulagao,
e possuem um pico de atividade no final da tarde, sendo o principal periodo de forrageamento

(Mones e Ojasti 1986). As capivaras sdo herbivoras, ocupando o segundo nivel da cadeia
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trofica, sendo consumidores primdrios. Elas se alimentam preferencialmente de gramineas
com alto teor de proteina. Em ambientes umidos, a dieta pode ser composta por até 87% de
plantas aquaticas (Borges et al. 2007). Elas também realizam a cecotrofia, que ¢ a ingestao de
um tipo especial de fezes pastosas e ricas em nitrogénio produzidas no ceco, o que permite o
reaproveitamento de proteina microbiana e vitaminas resultantes da fermentacdo (Herrera
1985; Mendes et al. 1999). Outra caracteristica peculiar das ¢ a auséncia de muda de pelos,
(Yang et al. 2021). A espécie € considerada sedentaria, mantendo areas de vida (home ranges)
que variam geralmente entre 5 e 16 hectares (Moreira et al. 2012), circulando entre corpos
d'dgua, para a ingestdo, termorregulacdo, acasalamento e refigio contra predadores, areas de

mata para descanso noturno e pastagens para forrageamento (Alho et al. 1987).

2.2. Capivara como um relevante bioindicador da qualidade do ambiente

Bioindicadores sao organismos que contém informagdes sobre a qualidade do
ambiente. Eles acumulam um ou mais elementos e/ou compostos do seu ambiente e
demonstram efeitos especificos ou inespecificos em resposta a esta exposi¢do. Esses efeitos
podem incluir alteracdes em sua estrutura morfologica, histolégica ou celular, em seus
processos metabolico-bioquimicos, em seu comportamento ou em sua estrutura populacional
(Markert et al. 2003). Ao usar um mamifero como um bioindicador, obtém-se informagdes
sobre a qualidade do ecossistema do qual o animal faz parte (Tataruch e Kierdorf 2003).
Pequenos roedores tém sido utilizados como monitores de contaminantes ambientais ha
décadas (Talmage et al. 1991) e especificamente na acumulagdo de metais em determinadas
espécies de roedores subterraneos (Da Silva et al. 2000, Sumbera et al. 2003), mas os grandes
ainda sdo pouco utilizados.

As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), sdo herbivoras, sendo consumidores
primarios e ocupando o segundo nivel da cadeia trofica, que contribui com o aumento da
concentracdo de metais no organismo, além da interacdo agua-solo, pois sdo animais
semiaquaticos, intensificando o contato com areas contaminadas. As capivaras também sao
animais que obtiveram sucesso adaptativo em areas altamente antropizadas e urbanizadas, o
que, além de aumentar o risco de exposi¢do com agentes contaminantes para a fauna silvestre
no geral, também facilita o monitoramento dos individuos. Todas essas caracteristicas sao
uteis para biomonitoramento, pois podem refletir a presenca de contaminantes (Shore e

Rattner 2001).
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2.3. Alteracoes do ambiente natural da fauna silvestre pelas atividades antropicas

O impacto antrdpico ¢ definido como toda agdo realizada pelo homem na qual resulta
em um desequilibrio ao meio ambiente (Resolugdo CONAMA N° 01, de 23 de janeiro de
1986). Esses desequilibrios podem ser decorrentes do desmatamento, da urbanizagdo, da
agricultura e da mineracao. As intervengdes antropicas frequentemente introduzem processos
degenerativos profundos, afetando todo um ecossistema, tornando esses locais mais instaveis
e frageis (Ross 1994).

Enquanto ambientes naturais apresentam tendéncia ao equilibrio dindmico, a acao
antropica frequentemente transforma essas areas em unidades ecodinamicas instaveis, nas
quais os processos de degradacdo superam a capacidade natural de regeneragdo ambiental. No
Brasil, a exploragdo histérica de recursos naturais, associada ao cultivo de cana-de-agtcar,
café, soja e a extracao mineral, promoveu profundas altera¢des na paisagem e no uso da terra,
muitas vezes de maneira irreversivel.

As consequéncias da antropizagdo afetam diretamente os meios fisico e quimico dos
ecossistemas. A ocupa¢do humana favorece processos como erosdo, compactagcdo do solo e
perda de fertilidade, comprometendo a qualidade ambiental e a produtividade natural das
areas afetadas. A mineragdo, em especial, destaca-se pelo elevado potencial degradador,
promovendo destruicio da cobertura vegetal, alteracdo drastica do relevo e intensa
mobilizacdo de sedimentos. Nos recursos hidricos, os impactos também s3o significativos,
uma vez que os ecossistemas aquaticos refletem diretamente as condigdes de uso e ocupagao
das bacias hidrograficas. O assoreamento, a contaminacao por esgoto ndo tratado e a presenga
de metais pesados tornam-se frequentes em ambientes antropizados. Esses contaminantes
apresentam alta persisténcia ambiental, baixa degradabilidade e tendéncia ao acimulo nos
sedimentos e nos organismos vivos. As alteracdes ambientais provocadas pela antropizacao
afetam diretamente a saude e o comportamento da fauna silvestre. O estresse cronico gerado
pela degradacdo ambiental pode desencadear imunossupressao nos animais, aumentando sua
vulnerabilidade a doengas infecciosas e ao desenvolvimento de cancer. Além disso, diversos
poluentes presentes no ambiente podem causar danos ao DNA, comprometendo parametros
reprodutivos, desenvolvimento embriondrio e sobrevivéncia das espécies.

Nao obstante, mineracdo ¢ uma das atividades que geram impactos ambientais de
maior grau, afetando solo, ar, agua, fauna e flora (Da Silva et al. 2017). O “Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameagada de Extingao” (2008) aponta a mineragdo como uma das principais

causas que contribuem para a extingao de espécies de animais.



15

2.3.1. Rompimento da barragem B1 do Ribeirido Ferro-Carviao, em Brumadinho- Minas

Gerais

As 12h28min20s do dia 25 de janeiro de 2019, ocorreu o rompimento da Barragem I
(B-I) da mina Cérrego do Feijao, pertencente a Vale S.A., localizada no municipio de
Brumadinho, em Minas Gerais, no Complexo Paraopeba II. O colapso da barragem provocou,
em sequéncia, o rompimento das barragens B-IV e B-IV-A, ocasionando o carreamento de
aproximadamente 12 milhdes de metros ctbicos de rejeitos de mineragao. Parte desse volume
permaneceu na area da antiga B-I, enquanto cerca de 7,8 milhdes de metros ciibicos foram
depositados ao longo da calha do ribeirdo Ferro-Carvao até sua confluéncia com o rio
Paraopeba. O restante dos rejeitos atingiu a calha do rio Paraopeba, propagando-se até o
remanso da Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo, entre os municipios mineiros de Curvelo e
Pompéu (“Histérico do rompimento das barragens da Vale na Mina Corrego do Feijao |
MG.GOV.BR”, [s.d.]).

Ao longo da Bacia do Rio Paraopeba, diversos ecossistemas foram diretamente ou
indiretamente afetados pelas consequéncias do desastre. Além das perdas humanas, os rejeitos
liberados comprometeram a qualidade do solo, da 4gua e da vegetagdo, impactando
consequentemente a fauna da regido. A pluma de rejeitos continha elevadas concentragdes de
metais, como ferro, manganés, aluminio, cromo, chumbo, cddmio e arsénio, elementos
potencialmente toxicos capazes de provocar efeitos ambientais e biologicos significativos nos
organismos expostos (Parente et al. 2021).

Entretanto, estudos a longo prazo indicam que, embora o rompimento da barragem
tenha causado toxicidade aguda imediata da dgua em 2019, o impacto direto dos metais
derivados dos rejeitos na coluna d'dgua tornou-se comparativamente limitado trés a cinco anos
apds o evento e os principais causadores da toxicidade do Rio Paraopeba atualmente sdao

majoritariamente provenientes de efluentes urbanos e industriais (Lima et al. 2026).

2.4. Efeito de rompimento de barragens no ambiente

O rompimento de barragens de rejeitos de mineracdo, como os desastres de
Brumadinho e Mariana, introduz grandes quantidades de metais e metaldides no ambiente,
alterando significativamente a qualidade da agua, do solo e a satde da biota. Assim como a
populagdo, a fauna pode ser exposta a concentracoes elevadas de metais através de diversas

vias (Segura et al. 2016; Parente et al. 2021).
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Exemplos de efeitos do rompimento da barragem de Brumadinho sdo a perda de
vegetacdo, cerca de 2,7 km? de area, incluindo 133,27 hectares de Mata Atlantica nativa e
70,65 hectares de Areas de Preservagio Permanente (APP) e¢ degradacio da Mata Ciliar,
havendo uma reduc¢do no vigor da vegetacao ciliar ao longo do Rio Paraopeba, medida pelo
indice NDVI (Thompson et al. 2020; Parente et al. 2021; Mendes et al. 2023).

As alteracdes fisico-quimicas na agua sdo drasticas. A turbidez atinge niveis extremos
(at¢ 3.000 NTU em Brumadinho e 120.000 NTU em Mariana), bloqueando a luz para
fotossintese e reduzindo o oxigénio dissolvido, o que causa mortalidade massiva de peixes.
Além do aumento severo nas concentragdes de metais como Fe, Mn, Al, As, Hg ¢ Pb. O
mercurio, por exemplo, chegou a ser detectado em niveis 21 vezes superiores ao aceitavel. A
contaminagdo persiste por anos devido a lixiviagdo continua dos metais depositados nos
sedimentos para a coluna d'dgua (Da Silva et al. 2016; Thompson et al. 2020; Mendes 2023).

O rejeito alterou a forma como os organismos interagem com os elementos quimicos
no ambiente. Os mais afetados s@o os peixes, pois a assimilagdo dos metais ocorre através das
branquias, pele e trato digestivo, provenientes de fontes abiodticas (dgua e sedimento) ou
bioticas (alimentacao) e as macrofitas, que sdo plantas aquaticas, e apresentam altas taxas de

bioacumulacao (Parente et al. 2021).

2.5. Interacdo com metais provenientes da crosta terrestre

Naturalmente, os metais encontrados na crosta terrestre raramente aparecem isolados,
existindo predominantemente nas formas de compostos inorganicos, como 6xidos, sulfetos ou
sais de outros elementos, como ferro, sédio, calcio e cobre. Muitos metais existem em
multiplos estados de oxidagdo, como o cromo, que varia de Cr*+ a Cr®+), o que determina sua
mobilidade no ambiente. Alguns também podem ser so6lidos, liquidos (como o merctrio
elementar, que ¢ um liquido branco-prateado a temperatura ambiente) ou gases quando
aquecidos (Jaishankar et al. 2014; Rehman et al. 2021).

No entanto, quando a concentracdo desses metais excede os niveis limiares
recomendados, eles se tornam perigosos para organismos vivos. A toxicidade ¢
frequentemente ditada pela especiacdo quimica (a forma especifica do elemento). Em solos
acidos, o Al pode ser liberado em formas fitotoxicas, como o ion Al 3+ que ¢ prejudicial ao
crescimento das raizes das plantas. As formas inorganicas de As, como arsenito [As(II])] e
arsenato [As(V)], s@o as mais letais. O arsenito ¢ considerado entre 60 a 80 vezes mais toxico
que o arsenato. Enquanto o cromo hexavalente [Cr(VI)] é altamente soluvel, movel e um

potente carcindgeno humano, o cromo trivalente [Cr(III)] € menos moével e atua como um
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nutriente essencial para o metabolismo da glicose em doses baixas. A forma organica,
especialmente o metilmerctrio, ¢ extremamente perigosa por ser altamente neurotdxica e
bioacumulativa, atravessando facilmente barreiras biologicas. O Pb ¢ altamente toxico em sua
forma i6nica (Pb 2+), pois possui a capacidade de substituir cations essenciais (como Ca2+,
Mg2+ e Fe2+) em processos bioldgicos, perturbando o metabolismo celular (Jaishankar et al.

2014).

2.5.1. Vias de entrada no organismo

Os metais entram no organismo principalmente via inalacdo, ingestdo de alimentos e
agua contaminados ou contato dérmico. As principais formas de interagdo sao mimetismo
10nico e substituicao de metais essenciais. Eles substituem ions metalicos essenciais em seus
locais de ligagao em proteinas e enzimas, causando mau funcionamento celular (Witkowska et
al. 2021).

O Pb e o Cd possuem semelhangas fisico-quimicas com o calcio (Ca?") e o magnésio
(Mg?"), permitindo que se liguem a locais especificos em proteinas como a calmodulina e a
proteina quinase C. Pb também inibe enzimas cruciais para a biossintese do heme ao competir
com o ferro e o zinco (Jan et al. 2015; Witkowska et al. 2021). O arsénio pentavalente (AsV),
devido a sua semelhanga estrutural com o fosfato, pode substitui-lo em rea¢des quimicas,
resultando no desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e no esgotamento das reservas de
energia (ATP) da célula (Jan et al. 2015).

Os metais pesados tém alta afinidade por grupos sulfidrila (-SH) (ti6i1s), selenidrila e
nitrogénio presentes em proteinas € enzimas, o que altera suas estruturas e inativa suas
fungdes. Hg liga-se fortemente a esses grupos, danificando a estrutura terciaria e quaternaria
das proteinas e interferindo nos processos de transcricao e traducdo. A forma trivalente do As
pode inativar cerca de 200 enzimas, especialmente aquelas envolvidas no reparo e na
replicacdo do DNA (Jan et al. 2015). A interagdo dos metais diretamente com o DNA e
proteinas nucleares, causa quebras de fitas, mutacdes genéticas e inibe enzimas de reparo, o
que promove o desenvolvimento de canceres.

Além de frequentemente gerar Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS), que superam as defesas antioxidantes do corpo. As ROS atacam os acidos graxos das
membranas celulares, alterando sua integridade, fluidez e permeabilidade, gerando
peroxidagdo lipidica (Jaishankar et al. 2014; Jan et al 2015; Witkowska et al. 2021). Diferente
de outras substincias, muitos metais pesados ndo sdo biodegradaveis e possuem meia-vida

longa, acumulando-se no corpo ao longo do tempo. Cerca de 95% do Pb no corpo ¢
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depositado nos ossos na forma de fosfato insoluvel, onde pode permanecer por décadas. O Cd
e o Hg tendem a se acumular nos rins e no figado, 6rgdos fundamentais para a filtragem e
desintoxica¢do. O Hg elementar e formas organicas como o metilmercurio sao lipofilicos e
atravessam facilmente barreiras hematoencefalicas e placentarias, atingindo o sistema nervoso
central e fetos em desenvolvimento (Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015; Witkowska et al.

2021).

2.5.1 Taxas de absorcio e excre¢ao em humanos

A principal via de entrada do Hg elementar (vapor) ¢ a inalacdo, com uma taxa de
absor¢ao pulmonar de 75% a 85%. A absorcdo por contato dérmico ¢ de apenas ~3% e pelo
trato gastrointestinal ¢ inferior a 0,1%. J& o metilmercurio (organico) ¢ prontamente absorvido
pelo trato gastrointestinal, com taxas entre 90% e 100%. A absor¢do do Hg inorgénico apds
ingestdo ¢ baixa, estimada entre 7% e 15%. Sua excre¢do ocorre através do suor, urina, fezes e
saliva. No caso do metilmercurio, 90% sao excretados na bile e fezes, e apenas 10% na urina
(Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015).

As formas soluveis de As sdo prontamente absorvidas pelo trato gastrointestinal, com
uma taxa superior a 90%. O As trivalente (AslII) ¢ acumulado de forma mais eficiente do que
o pentavalente (AsV). Para a excre¢dao, o corpo utiliza a biometilagdo como processo de
desintoxicac¢do, convertendo arsénio em compostos metilados (MMA e DMA) que sdo
eliminados principalmente pela urina. Estima-se que 60-70% seja eliminado via renal e
80-90% através da bile (Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015).

A absor¢do pulmonar (por fumaga de tabaco ou poeira) do Cd ¢ de cerca de 50%,
enquanto a absor¢do pelo trato gastrointestinal ¢ bem menor. Uma vez absorvido, o Cd
acumula-se no corpo por toda a vida. Enquanto a excre¢do ¢ extremamente lenta. A presenca
na urina ¢ um indicador de dano renal cronico; a excre¢do de 2,5 mg de Cd pode indicar um
dano irreversivel de 4% nos tiibulos renais. (Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015).

A absorg¢ao intestinal do chumbo depende da idade e do estado nutricional. Criangas
absorvem de forma muito mais eficiente do que adultos devido ao seu rapido crescimento. A
excre¢do ¢ realizada principalmente pelos rins. No entanto, o chumbo tem uma meia-vida
longa, permanecendo no sangue por cerca de 30 dias, mas podendo ficar retido nos ossos por
décadas (Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015).

O Ni entra no corpo por ingestao, inalacdo ou contato dérmico. Ao contrario de outros
metais pesados, as fontes indicam que ele ndo tende a se acumular severamente, sendo

majoritariamente excretado (Jaishankar et al. 2014; Jan et al. 2015).
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O Al geralmente ¢ pobremente absorvido pelos seres humanos. A excre¢do ocorre por
atividades normais de elimina¢do, mas pacientes com doencas renais tém grande dificuldade
em elimina-lo, o que leva ao acumulo nos 0ssos € no cérebro (Jaishankar et al. 2014; Jan et al.

2015).

2.5.3. Limites de seguranca para metais pesados no organismo humano

Os limites maximos permitidos para metais sdo estabelecidos por organizagdes
internacionais como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a EPA (Agéncia de Prote¢do
Ambiental dos EUA) e o CDC (Centros de Controle e Prevengao de Doencas) com o objetivo
de proteger a saude humana contra os efeitos toxicos decorrentes da exposi¢do a esses
elementos.

De acordo com as diretrizes da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), as
concentracdes maximas recomendadas para alguns dos principais metais presentes na agua
sao de 10 pg/L para As, 0,01 mg/L (ou 10 pug/L) para Pb, 0,001 mg/L para Hg, 10 pg/L para
Cd, 0,05 mg/L para Cr, 0,2 mg/L para Ni, 2 mg/L para Cu, 0,2 mg/L para Al e 0,5 mg/L Mn.
No caso Hg, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabelece um
limite ligeiramente superior, de 0,002 mg/L (Rehman 2021).

Além dos padrdes para agua potavel, existem parametros relacionados a exposi¢cao
humana e aos limites de ingestdo considerados seguros. Segundo recomendacdes da OMS a
ingestao semanal toleravel para mercurio ¢ de 0,0016 mg por quilograma de peso corporal,
enquanto para chumbo, cadmio e arsénio os valores sdo de 0,025 mg/kg, 0,007 mg/kg e 0,015
mg/kg de peso corporal, respectivamente (Jan et al. 2015; Witkowska et al. 2021)

A avaliagdo da exposi¢do também pode ser realizada por meio de biomarcadores. Para
o chumbo, por exemplo, os niveis sanguineos (Blood Lead Levels — BLL) sao amplamente
utilizados como indicador de exposi¢do. Atualmente, o Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas dos Estados Unidos (CDC) adota um valor de referéncia de 3,5 ng/dL para criangas.
Niveis entre 30 e 49,9 pg/dL em trabalhadores expostos ocupacionalmente. Para o mercurio
organico, especialmente o metilmercurio, concentragdes superiores a 5 ug/L no sangue total
ou acima de 1 pg/g no cabelo estdo associadas a ocorréncia de efeitos adversos a saude (Jan et
al. 2015; Witkowska et al. 2021).

Também existem regulamentacgdes especificas para a presenca de metais em alimentos
e produtos cosméticos. No caso do arroz, um dos alimentos mais suscetiveis ao acimulo de
As, a OMS estabelece limites maximos de 200 pg/kg para arroz branco e 400 ng/kg para

arroz integral. Em produtos cosméticos, a Food and Drug Administration (FDA) estabelece
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um limite maximo de 3 ppm de As em aditivos de cor. Para Hg presente em produtos
cosmeéticos, tanto a OMS quanto a FDA recomendam concentragdes maximas de 65 ppm
(partes por milhdo), visando minimizar os riscos associados a exposicao cronica a esse metal

(Jan et al. 2015).

2.6. Métodos para avaliar acaimulo de metais em amostras bioldogicas

A avaliacdo dos niveis de contaminagdo pode fornecer informagdes relevantes sobre a
bioacumulagdo de metais pesados nos organismos, sendo crucial para o desenvolvimento de
estratégias de conservacao e recuperagao do ecossistema na regido que foi afetada. Além das
analises de bioacumulagdo nesses individuos, a estimativa do tamanho do genoma possui
grande importancia em analises toxicoldgicas porque fornece informagdes fundamentais sobre
a organizagdo genética, estabilidade celular e possiveis impactos de agentes tdxicos sobre o

material genético.

2.6.1. Preparacao de amostras: digestdao, contaminacio cruzada, materiais de referéncia,

controle de qualidade (QA/QC).

A preparagdo de amostras ¢ uma das etapas mais criticas para o sucesso do
experimento, pois se o material ndo for preparado corretamente, a andlise poderd obter
resultados erroneos. De acordo com Rodushkin (1999), a preparagdo correta ou incorreta das
amostras interfere nos limites de deteccdo, na precisao, na exatiddo, na recuperagdo dos
analitos, nas interferéncias de matriz e na contaminacao. Portanto, uma preparagao deve evitar
contaminagdo, minimizar perdas, garantir digestdo completa, preservar os analitos, produzir
solugdes homogéneas e compatibilizar a amostra com o equipamento analitico.

Existem diversos tipos de digestao de amostras, sendo a principal delas a digestao via
umida (digestdo 4cida), que consiste no uso de acidos fortes para decompor a matéria organica
e solubilizar os elementos. Esse tipo de digestdo possui duas formas: Sistema aberto, no qual
a digestdo ocorre em recipientes abertos sobre chapa aquecedora, bloco digestor ou manta
térmica; e o sistema fechado (micro-ondas), que utiliza recipientes fechados submetidos a alta
pressao e alta temperatura.

A contaminagdo cruzada ocorre quando elementos ou substancias de uma amostra
contaminam outra amostra, reagente ou material analitico, causando interferéncia nos
resultados. As principais causas de contaminagao cruzada sdo vidrarias mal lavadas, reagentes

impuros, contato manual, ambiente laboratorial inadequado e instrumentos inadequadamente
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limpos. Portanto, a limpeza rigorosa de materiais, equipamentos, ambiente laboratorial e
utensilios devem ser constantes. Além disso, deve evitar o contato entre as amostras.

O preparo de amostras de tecido animal tem como principal objetivo transformar a
matriz bioldgica em uma solu¢do homogénea, livre de interferéncias e adequada para anélise
quimica. Para garantir a integridade da amostra e a confiabilidade dos resultados analiticos,
sdo necessarias etapas de armazenamento, secagem ¢ homogeneizacao.

Inicialmente, as amostras sdo armazenadas sob congelamento, geralmente em
temperaturas entre —20°C e —80°C. Esse procedimento ¢ fundamental para preservar suas
caracteristicas originais, uma vez que reduz a degradacdo biologica, inibe a atividade
microbiana e minimiza alteragdes quimicas na matriz durante o periodo de armazenamento.

Antes da etapa de digestdo, as amostras passam por um processo de secagem em
estufa, com o objetivo de remover a dgua presente nos tecidos. A eliminacdo da umidade ¢
importante para a padronizacdo da massa seca utilizada nas analises, além de proporcionar
maior estabilidade e conservacdo do material. Apdés a secagem, as amostras sdo
homogeneizadas, garantindo uma distribuicdo uniforme de seus constituintes e aumentando a
representatividade da porcao analisada. Dessa forma, o preparo adequado das amostras
contribui para a obteng@o de resultados mais precisos e confidveis.

A agua interfere diretamente na eficiéncia da oxida¢do da matéria orgénica e dilui os
reagentes digestores. A remo¢do da umidade melhora a digestdo, reduz interferéncias e
aumenta a precisdo, exatiddo e confiabilidade das andlises por ICP-OES. A presenca
excessiva de agua na digestdo pode causar digestdo incompleta, aumento do branco analitico,
instabilidade do plasma, interferéncias fisicas e menor sensibilidade analitica. (Krug 2008).

A garantia da qualidade (QA) assegura que todos os procedimentos sejam executados
de forma padronizada, sendo eles: padronizacdo dos métodos analiticos, o treinamento
adequado dos profissionais envolvidos, a calibracdo periddica dos equipamentos e a validagao
metodoldgica, que verifica a adequacao do método para a finalidade pretendida. Além disso, a
documentacao detalhada de todas as etapas e a manutencdo instrumental regular sao
fundamentais para garantir a conformidade dos processos € minimizar a ocorréncia de erros
(Hakkani 2019).

O controle da qualidade (QC) consiste em procedimentos operacionais aplicados
durante a execu¢do das andlises para monitorar e verificar a qualidade dos resultados obtidos
sendo eles: as andlises em duplicata, que avaliam a precisao dos resultados; as curvas
analiticas, empregadas para a quantificacdo dos analitos; e os padrdes internos, que auxiliam

na correcdo de possiveis variagdes instrumentais. Também sdo utilizados brancos analiticos
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para identificar contaminagdes, testes de recuperacdo para avaliar a exatiddo do método e
ferramentas de controle estatistico para monitorar o desempenho analitico ao longo do tempo.
Outra pratica importante ¢ a andlise de Materiais de Referéncia Certificados (Certified
Reference Materials — CRM), que possuem concentracdes conhecidas dos analitos de
interesse e permitem verificar a exatiddo e a confiabilidade dos resultados gerados (Hakkani

2019).

2.6.2. Técnicas analiticas: principios gerais (ICP-OES), limites de deteccao,

interferéncias de matriz e correcoes

A espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) ¢
uma técnica analitica versatil para a determinagdo de elementos tracos em diversas matrizes.

Em 1964, Greenfield e Berry publicaram um trabalho que ¢ considerado um dos
marcos iniciais do uso do plasma indutivamente acoplado em espectrometria. Posteriormente,
Montaser e Golightly consolidaram os principios instrumentais e analiticos do ICP em
espectrometria atdbmica, tornando a técnica amplamente utilizada em laboratérios de rotina e
pesquisa. Essas descobertas foram extremamente importantes para o desenvolvimento
posterior da técnica de ICP-OES, considerada hoje uma das principais técnicas de analise
elementar em quimica analitica, toxicologia e monitoramento ambiental.

De acordo com Al-Hakkani (2019), em comparacdo ao ICP-MS, o ICP-OES possui
menor custo operacional e maior tolerdncia a matrizes complexas. Embora apresente
sensibilidade inferior, a determinagdo simultanea de elementos quimicos em diferentes tipos
de amostras ¢ uma vantagem. Seu principio de funcionamento baseia-se na emissdao de
radiacdo por atomos e ions excitados em um plasma de argdnio de alta temperatura.
Inicialmente, a amostra liquida ¢ introduzida no equipamento por meio de um nebulizador,
que a converte em um aerossol fino. Esse aerossol ¢ entdo transportado por um fluxo de gas
argonio até a tocha de plasma. No interior do plasma, que atinge temperaturas extremamente
elevadas, entre 6000 e 10000 K, ocorrem sucessivamente os processos de dessolvatagdo,
vaporizagdo, atomiza¢ao, ionizacao e excita¢cdo atomica dos elementos presentes na amostra.

Quando os elétrons dos atomos ¢ ions excitados retornam ao estado fundamental,
ocorre a emissdo de luz em comprimentos de onda especificos e caracteristicos de cada
elemento quimico. Essa radia¢ao emitida ¢ direcionada para um sistema Optico, responsavel
por separar os diferentes comprimentos de onda. Em seguida, um detector converte os sinais
opticos em dados quantitativos, permitindo a determinagdo das concentragdes dos elementos

analisados.
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Um dos parametros mais importantes da técnica ¢ o limite de deteccao (LOD — Limit
of Detection), que corresponde & menor concentracao de um elemento que pode ser detectada
com confianga estatistica, distinguindo-se do ruido de fundo do sistema. Em andlises por
ICP-OES, os limites de detec¢do geralmente sdo expressos em partes por milhdo (ppm ou
mg/L) e partes por bilhdo (ppb ou pg/L), sendo que 1 ppm equivale aproximadamente a 1
mg/L e 1 ppb corresponde a cerca de 1 pg/L. Segundo Rodushkin (1999), os limites de
deteccao dependem ndo apenas do desempenho instrumental, mas também da qualidade do
preparo das amostras.

Outro aspecto relevante sdo as interferéncias de matriz, que ocorrem quando
componentes presentes na amostra alteram a intensidade do sinal analitico, comprometendo a
exatiddo e a precisdo dos resultados. Matrizes contendo elevadas concentragdes de sais,
matéria organica ou alta viscosidade podem provocar interferéncias espectrais, aumento do
sinal de fundo e instabilidade do plasma. Como consequéncia, hd redugdo da sensibilidade
analitica e aumento dos limites de detec¢do. Dessa forma, a etapa de preparagdo das amostras
deve ser realizada de maneira criteriosa, com especial aten¢do ao processo de digestao,
considerado uma das fases mais criticas para garantir a qualidade e a confiabilidade dos

resultados obtidos por ICP-OES.

2.7. Tamanho do genoma: definicio, metodologia de estudo e atualizacio do

conhecimento em capivaras

De um modo geral, o tamanho do genoma refere-se a quantidade de DNA contida em
um genoma hapldide, expressa em termos do nimero de pares de bases, kilobases (1 kb =
1000 pb) ou megabases (1 Mb =1 000 000 pb), ou como a massa de DNA em picogramas (1
pg = 10—12 g). Atualmente essa estimativa pode ser feita através de duas técnicas: citometria
de fluxo ou analise de k-mers.

A citometria de fluxo ¢ uma tecnologia utilizada para a medicao e andlise simultanea
de multiplas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas de células ou particulas em uma
suspensao liquida (Dos Santos et al. 2017)

A técnica funciona através da passagem individual das particulas em um fluxo
continuo por um feixe de luz de alta intensidade, geralmente um laser. A analise baseia-se em
dois principios principais: dispersdo da luz (Scattering), quando o laser intercepta a célula, a
luz ¢ dispersa em diferentes direcdes, fornecendo informagdes sobre o tamanho (forward
scatter - FSC) e a granularidade ou complexidade interna (side scatter - SSC) da particula e a

fluorescéncia, que detecta a luz emitida por moléculas fluorescentes (fluorocromos) que
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podem ser intrinsecas a célula ou, mais comumente, acopladas a anticorpos especificos para
marcar componentes celulares como proteinas de superficie, citoplasma ou acidos nucleicos
(Silva et al. 2004; Dos Santos et al. 2017; Costa 2020).

A citometria de fluxo destaca-se como o método de escolha para analises
multiparamétricas, pois consegue avaliar diversos parametros simultaneamente em cada
célula individualmente. Essa capacidade permite identificar e quantificar diferentes
subconjuntos de células dentro de uma amostra heterogénea em um curto periodo de tempo
(Costa 2020). Além da andlise analitica, alguns equipamentos (denominados Cell Sorters)
permitem a separagdo ou purificacdo (sorting) de populagdes celulares de interesse a partir de
critérios bioldgicos pré definidos, possibilitando que essas células puras sejam utilizadas em
estudos posteriores, como ensaios funcionais ou biologia molecular (Dos Santos et al. 2017;

Costa 2020).

2.7.1. Relevancia da citometria de fluxo para o avanco cientifico na atualidade

A citometria de fluxo tem sido considerada uma tecnologia fundamental tanto na
pesquisa cientifica quanto na pratica clinica. Na 4rea da medicina diagndstica e
monitoramento clinico ¢ a ferramenta de escolha para o diagndstico e classificacdo precisa de
leucemias e linfomas, permitindo identificar subtipos que métodos morfoldgicos tradicionais
nao conseguem distinguir (Martins et al. 2013). Também ¢ crucial na detec¢do da doenga
residual minima, monitorando pequenas quantidades de células cancerigenas que resistem ao
tratamento e permite avaliar a ploidia das células e a distribuicdo nas fases do ciclo celular, o
que ¢ vital para estudos sobre proliferagdo e cancer (Dos Santos et al. 2017; Costa 2020).
Além de ser o método padrao para determinar a relacao entre linfocitos T CD4+ e T CD8+,
essencial para o monitoramento do HIV e a eficacia da terapia antirretroviral (Dos Santos et
al. 2017).

Esta metodologia tem muitas utilidades e vantagens, tanto para os seres humanos,
quanto para o ecossistema como um todo. A citometria de fluxo tornou-se a técnica padrao
para monitorar populagdes de fito e zooplanctons, fornecendo dados acurados sobre a
qualidade da 4gua e a dindmica de ecossistemas aquaticos (Dos Santos et al. 2017; Costa
2020). Além de facilitar a identificacdo de células-tronco e a avaliacdo da resposta imune em

animais frente a infec¢des e transplantes (Nakage et al. 2005).
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2.7.2. Conhecimento em capivaras

Ainda h4 uma lacuna cientifica no conhecimento do tamanho estimado do genoma das
capivaras, considerando que as primeiras pesquisas mais detalhadas e significativas sdo
recentes. Babarinde e Saitou (2020) que realizaram o sequenciamento do genoma rascunho
(draft genome) e estimaram o tamanho total em aproximadamente 2,62 a 2,7 Gb (bilhdes de
pares de bases). Essa estimativa foi baseada na analise da distribuicdo de k-mer (19-mer) a
partir dos dados de sequenciamento. Também em 2020 Herrera-Alvarez et al. publicou o
artigo que tem como foco as adaptagdes genéticas que permitiram a capivara tornar-se o
maior roedor do mundo. Foram identificados genes sob sele¢do positiva relacionados ao
crescimento Osseo pos-natal e desenvolvimento musculoesquelético, especificamente nas vias
de sinalizagdo IIS (insulina/fator de crescimento semelhante a insulina) e TGFpB. O estudo
também destaca a expansdo de familias génicas (MAGEBS5 e GZMB) envolvidas na supressao
tumoral mediada por células T.

Em 2024 Da Silva e colaboradores publicaram um estudo que forneceu a montagem e
anotacdo detalhada do genoma mitocondrial completo da capivara, revelando que ele possui
uma topologia circular com 16.681 pares de bases. Foram identificados exatamente 37 genes,
sendo 13 genes de proteinas codificadoras (PCGs), 22 RNAs transportadores (tRNAs) e 2
RNAs ribossomais (rRNAs). A andlise filogenética foi realizada com base nos 13 genes
codificadores de proteinas de 42 genomas de Caviomorpha e a capivara foi recuperada como
um grupo irmao do género Cavia (que inclui o porquinho-da-india e o pred) com alto suporte

estatistico e confirmou que a familia Caviidae ¢ um grupo monofilético.

3.0OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar elementos quimicos em diferentes amostras bioldgicas e estimar o

tamanho do genoma de capivaras da Bacia do Rio Paraopeba.

3.2. Objetivos especificos

— Detectar e descrever o perfil de elementos quimicos em cada amostra biologica obtida
de capivaras de vida livre, pelos, fezes, sangue e soro.

— Estimar tamanho do genoma por individuo e por sexo, obtendo médias por populacao.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e comité de ética

As atividades foram conduzidas no ambito do Programa de Diagnostico de Danos
sobre o Meio Biotico, desenvolvido pela UFV em parceria com a Amplo Engenharia e Gestao
de Projetos e Vale. Neste experimento, foram utilizadas 20 capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) adultas, 6 machos e 14 fémeas, procedentes da Bacia do Rio Paraopeba. Todos
os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais Experimentais da UFV (numero de protocolo 68/2023).

4.2. Delineamento experimental

A amostragem de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) foi realizada em quatro
regides ao longo do sistema fluvial monitorado, da nascente a foz, na seguinte ordem: um
sitio amostral na regido do Salto do Paraopeba, seguido do sitio localizado no trecho do rio
pouco acima da confluéncia do ribeirdo Casa Branca até jusante da mancha urbana de
Brumadinho/MG, do terceiro ponto na regido a montante da UHE Retiro Baixo e, por fim, no
reservatorio de Trés Marias até a Estacdo Ecologica de Pirapitinga.

Em cada regido amostral, os pontos para captura foram selecionados em busca ativa
diurna e avaliagdo em campo, priorizando locais sombreados, planos e préximos ao curso
d’agua, associados a presenca de vestigios dos animais (fezes, pegadas e/ou alimentos roidos),
bem como critérios logisticos de acesso e seguranga operacional.

A captura foi realizada por meio de bretes com porta-armadilha, precedida por etapa
de ceva. Apoés selecionados os pontos, foi iniciada a atragdo dos individuos com oferta de
alimentos, incluindo cana-de-acucar, silagem e milho em espiga, disponibilizados nos pontos
e renovados diariamente no periodo da tarde até a conclusdo da captura e manejo dos animais.

Apbs o inicio da ceva, diariamente, foi realizada a inspe¢dao nos pontos selecionados
para a instalagdo dos bretes e, a medida que fossem observados vestigios recentes (fezes,
pegadas e/ou alimentos roidos) ou presenca dos animais, era iniciada a construcao gradativa
do brete com a instalacdo de duas placas por dia, de acordo com a resposta das capivaras a
ceva, até a conclusdo com a armagao da porta-armadilha. Os bretes apresentaram dimensoes
padronizadas de 6,0 m x 4,0 m x 1,5 m e, quando aplicavel, foi construida no interior uma
barreira de seguranca medindo 4,0 m % 2,0 m x 1,5 m, permitindo manejo sequencial e

reduzindo riscos durante a contengao e os procedimentos.
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A conclusdo da instalacdo dos bretes ocorria no periodo da manha, enquanto a
armacdo da porta-armadilha era realizada ao final da tarde, no ultimo dia de montagem,
considerando o habito de forrageamento crepuscular/noturno da espécie. Apds a instalacao, a
estrutura era conferida diariamente pela manha para identificar a presenca de animais e,
quando ausentes, a porta-armadilha era aberta/desarmada; no periodo da tarde era realizada a
reposi¢do da ceva e agua e a armagdo da porta-armadilha.

Ao observar a presenca de animais no interior do brete, os técnicos realizavam a
classificagdo etdria e definiam o manejo, priorizando individuos classificados como adultos e

jovens/subadultos.

4.3. Contenc¢ao animal e coleta de material bioldgico

A conten¢do quimica foi realizada por médico veterinario, com alvejamento por
dardos anestésicos com auxilio de zarabatana, com dose ajustada conforme estimativa de
peso. O protocolo anestésico de referéncia adotado foi composto por cetamina 10% (8
mg/kg), midazolam (0,3 mg/kg) e detomidina (0,04 mg/kg).

Durante o procedimento, os individuos foram monitorados clinicamente, com
afericdo dos parametros vitais, como temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria,
além de medi¢do da saturagdo sanguinea de oxigénio através de oximetro portatil, com o
sensor colocado na lingua. O retorno anestésico era acompanhado pela equipe, mantendo-se
em observacdo até que o animal recuperasse estado de alerta e comportamento tipico da
espécie, momento em que era realizada a soltura.

Para rastreabilidade e controle de recaptura, cada individuo era inicialmente
submetido a inspe¢ao com leitor de microchip em busca de transponder e a avalia¢do de sinais
de marcagdo auricular (por exemplo, evidéncia de perda prévia de brinco). Quando detectada
marcagdo pré-existente, os registros eram conferidos com dados de campanhas anteriores e o
animal era mantido sob sua identificagdo original, sem realizacdo de nova marcagao.

Na auséncia de marcagdo preexistente, procedia-se a marcagdo individual com
brinco numerado e implantagdo de microchip, com registro do nimero do transponder e da
localizagdo anatomica de implantacdo, garantindo rastreabilidade dos individuos entre
campanbhas.

As coletas foram direcionadas as analises de genotoxicidade e
bioacumulagdo/toxicologia, com registro digital dos dados de campo e rastreabilidade das
amostras por sistema ODK Collect. Para genotoxicidade, foi coletado sangue heparinizado

(10 mL), sendo 2 mL criopreservados como sangue total em nitrogénio liquido e 8§ mL
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centrifugados; apos centrifugacdo, a camada leucocitaria foi removida, transferida para
criotubo e adicionado tampao de congelamento com DMSO 15% na propor¢ao 1:1, com
posterior criopreservagao em nitrogénio liquido.

Para bioacumulacao/toxicologia, foi coletado sangue heparinizado (20 mL), sendo 10
mL distribuidos em cinco criotubos (2 mL) para criopreservagdo em nitrogénio liquido e 10
mL centrifugados para separagdo e coleta do soro; adicionalmente, o soro obtido apds a
centrifugacdo das amostras destinadas a genotoxicidade foi direcionado para complementagao
das andlises de toxicologia/bioacumulacdo, com posterior aliquotagem e criopreservagao.

As amostras de pelos (10 g) foram obtidas a partir do bulbo e acondicionadas em
saco tipo Zip Lock®, devidamente identificadas, e as amostras de fezes (10g) foram coletadas
do reto, acondicionadas em tubo coletor universal e mantidas congeladas.

O processamento ¢ a conservagdo das amostras ocorreram durante a campanha,
garantindo estabilidade por criopreservagdo em nitrogénio liquido quando aplicavel e
armazenamento adequado até a destinacdo final. Todas as amostras foram catalogadas com
apoio de smartphone contendo o sistema ODK Collect, e no botijao de nitrogénio cada
canister correspondeu as amostras de um unico animal, identificado por etiqueta associada ao
microchip do individuo capturado e manejado. Ao término das atividades, as amostras foram
processadas, identificadas e encaminhadas para a Universidade Federal de Vigosa
(Vigosa/MGQG), no Departamento de Biologia Geral e laboratorios associados as analises do

projeto, conforme a destinagao técnica definida.

4.4. Preparacido das amostras para analise de bioacumulacio de metais

O processamento das amostras bioldgicas foi realizado seguindo um protocolo
padronizado para obten¢do dos extratos minerais destinados a analise de metais. Inicialmente,
foi conferida a identificagdo de cada amostra armazenada em freezer. Em seguida, as amostras
de sangue, soro e fezes foram completamente descongeladas a temperatura ambiente. As
amostras de pelos passaram por sucessivas lavagens com dgua destilada antes da secagem.

As amostras de pelos e fezes foram preparadas para digestdo mediante secagem em
estufa a 5060 °C até atingirem peso constante, monitorado em balanga de precisdo. Para isso,
cada amostra foi acondicionada em placa de Petri previamente identificada. Foram utilizados,
no minimo, 100 mg de matéria seca de cada tecido. Apos a secagem completa, as amostras
foram armazenadas em ambiente livre de umidade, utilizando silica como agente dessecante,

até o momento da obtencao dos extratos minerais.
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Para as amostras de sangue e soro, foram identificados tubos de digestdo nos quais
foi adicionado 1 mL de amostra por meio de pipeta automatica. Posteriormente, os tubos
foram mantidos em estufa a 50-60 °C até a completa evaporagdao da fase liquida. Apos a
secagem, as amostras seguiram diretamente para o processo de digestdo.

A digestao 4cida foi realizada de forma semelhante para todos os tipos de amostras.
Inicialmente, foram identificados os tubos de digestdo e os frascos destinados ao
armazenamento dos extratos minerais. Para as amostras solidas previamente secas (pelos e
fezes), aproximadamente 100 mg de material foram pesados e transferidos para tubos de
digestdo. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de solugdo digestora composta por acido
nitrico (HNOs) e acido perclorico (HCIO4) na propor¢ao de 2:1 (v/v). Os trés primeiros tubos
foram reservados para os brancos analiticos, contendo apenas a solucao digestora, enquanto
os demais receberam as amostras.

Os tubos foram posicionados em bloco digestor, cuja temperatura foi elevada
gradualmente até 90 °C, permanecendo nessa condi¢do por aproximadamente 45 minutos.
Nessa etapa, ocorreu a evaporagdo do acido nitrico, caracterizando uma pré-digestao da
amostra. Apos a eliminagdo completa do HNOs, a temperatura aumentou e o acido perclorico
passou a atuar como agente oxidante, promovendo a digestdo da matéria organica. Durante
esse processo, a temperatura foi mantida abaixo de 220 °C. O aquecimento foi interrompido
quando se observou a formacdao de névoa esbranquicada, indicativa da volatilizacdo do
HCIO., e quando a solucao apresentou aspecto transparente.

Apds a digestdo, os tubos foram resfriados e o conteudo foi diluido com agua
deionizada. Em seguida, o material foi transferido quantitativamente para baldes volumétricos
de 10 mL, completando-se o volume com &4gua deionizada. As solucdes obtidas foram
filtradas e armazenadas em frascos hermeticamente fechados. Os extratos minerais
permaneceram refrigerados até a realizagdo das andlises de metais por espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Os resultados foram

expressos em microgramas por grama de amostra seca (ug g'').

4.5. Estimativa do tamanho do genoma e analise em citometria de fluxo

100 pL de sangue periférico nao coagulado foram transferidos com o auxilio de uma
micropipeta para um microtubo de 1,5 mL contendo 500 pL do tampao de extracao nuclear
OTTO I (0,1 M de 4cido citrico, 0.5% de Tween 20 e 50 ug mL-1 de RNAse, pH =2.3).

A solucdo contendo as células sanguineas permaneceu incubada por 10 min a

temperatura ambiente. Ao final do periodo de incubacao, foram acrescidos 1000 pl de tampao
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OTTO I (duas vezes de 500 pL) e o material filtrado em membrana de 30 um de diametro a
um tubo Eppendorf de 2,0 ml. Os tubos foram centrifugados a 100 xg por 5 min, € o
sobrenadante descartado cuidadosamente.

O material precipitado foi ressuspendido em 100 pL. do tampdao OTTO I com o
auxilio de um vortex e permaneceu incubado por 5 min a temperatura ambiente. Decorrido
esse tempo, a suspensdo celular foi corada com 500 puL. do tampao OTTO II (0.4 uM de
Na2HPO4.2H20 suplementado com 75 uM de iodeto de propidio e 50 pg ml-1 de RNAse pH
7.8) por 30 min no escuro a temperatura ambiente.

Ap0s, a suspensdo nuclear corada foi filtrada em membrana de 20 pm para um tubo
de acrilico (Sarsted) especifico para analise em citometro de fluxo. Os tubos foram acoplados
a plataforma de andlise no citometro de fluxo e pelo menos trés repetigdes foram realizadas
por amostra bioldgica. Os histogramas obtidos foram analisados com o auxilio do software
BD Accuri™ e do software BD Accuri™ C6. Todos esses dados foram plotados em uma
tabela para comparacdo dos parametros entre amostras, entre repetigdes e em relacdo aos

materiais controle.

4.6. Analise dos dados

Os dados foram analisados descritivamente quanto a concentracdo dos elementos
quimicos encontrados nas amostras e ao tamanho do genoma. Os resultados foram

apresentados como média e desvio-padrao

S5.RESULTADOS

5.1. Quantificaciao de elementos quimicos em amostras de capivara

Os resultados das analises de metais por espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) das matrizes de pelo, fezes, sangue e soro evidenciaram
diferengas na distribuicdo e no acumulo dos elementos em capivaras. No pelo, as
concentragdes dos elementos ferro e aluminio foram muito elevadas (>1000 ppm) (tabela 1).
Em contrapartida, o cddmio foi o unico que apresentou uma concentragdo menor que 1 ppm
(tabela 1). O manganés teve a maior concentragdo depois do Fe e Al (>100pp) Enquanto os
outros detectados nas amostras foram bem abaixo (2 a 16 ppm) (tabela 1).

Nas fezes, ferro e aluminio também apresentaram as maiores concentragdes (>1000
ppm). Enquanto arsénio, cadmio e cobalto tiveram concentragdes abaixo de 1ppm (tabela 1),

o mangangs se destacou depois do Al e Fe (> 400 ppm).
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Nas matrizes sanguineas, sangue e soro, arsénio, cadmio, cobalto e niquel ndo foram
detectados. No sangue o manganés ndo foi detectado. No entanto, o ferro teve uma alta
concentracdo no sangue (>100 ppm). O aluminio e o ferro foram os Unicos elementos acima

de 5 ppm nas duas matrizes (tabela 1).

Tabela 1. Média + desvio-padrao das concentragdes dos elementos quimicos em amostras

biologicas de capivaras provenientes da Bacia do Paraopeba.

Elementos

quimicos Pelo Fezes Sangue Soro
(ppm)

Aluminio | 2871,93 805,23  5213,71 + 3749,64 433 +4,92 4,90 £ 4,30
Arsénio 3,26 +2.99 0,16 + 0,47 - .
Chumbo 5,90 + 6,33 6,49 + 10,63 0,15+0,37 0,53 £1,07
Cobre 15,66 + 5,00 16,32 + 5,59 0,60+ 0,17 1,54 +2.43
Ferro 3894,07 + 3230,21 7626,42 + 6950,90 392,57+ 51,21 5,22 £2,44
Cédmio 0,85 = 0,99 0,38 + 1,02 _ _
Cromo 3,09 + 1,33 510297 0,03 + 0,06 0,02 + 0,05
Cobalto 2,61 +£1,40 0,95+ 1,21 - -
Niquel 5,28+1,43 4,07 +£2.27 - -
Manganés | 159,08 59,29 550,99 + 301,72 ; 0,01 + 0,03

5.2. Estimativa do tamanho do genoma em amostras de capivaras por citometria de

fluxo

Amostras de sangue periférico heparinizado e criopreservado de 20 capivaras foram
avaliadas por citometria de fluxo. O conteudo de DNA foi definido considerando como
padrao de referéncia Drosophila melanogaster fémea (2C = 0,36 pg).

Considerando todos os animais avaliados, o conteido médio de DNA obtido para a
espécie foi de 2C = 6,8 pg, com desvio padrdo de 0,47. O conteido de DNA médio para
machos e fémeas ndo apresentou diferencga significativa, sendo 2C = 6,89 pg para fémeas e 2C

= 6,61 pg para machos.
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Tabela 2. Tamanho do genoma por individuos fémeas (n=14) em picogramas e megabases,

média (|) e desvio padrio (o).

Tamanho do genoma em Pg Tamanho do genoma em Mpb
6,72 6179,69
6,79 6412,53
6,32 6482,94
6,55 6521,49
6,63 6525,2
6,67 6531,07
6,67 6578,61
6,68 6641,68
6,81 6663,17
6,85 6700,04
6,89 6743,8
7,06 6911,09
7,30 7147,71
8,44 8261,36
p o 6,88 6618,38
c 023 476,43

Tabela 3. Tamanho do genoma por individuos machos (n=6) em picogramas ¢ megabases,

média (W) e desvio padrio (G).
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Tamanho do genoma em Pg Tamanho do genoma em Mpb
6,32 6183,11
6,41 6275,2
6,47 6327,42
6,51 6365,37
6,61 6467,1
7,37 7214,02
n o 6,61 6727,65
c 0,12 342,80
6.DISCUSSAO

O Al e o Fe estao detectados em todas as matrizes e em altas concentragdes no pelo e
nas fezes. De maneira geral, isso pode ser explicado porque esses elementos estdo altamente
presentes na crosta terrestre, sendo o aluminio o terceiro e o ferro o quarto elemento mais
abundante. A regido da bacia do rio Paraopeba, por estar localizada no Quadrilatero Ferrifero,
j& possuia um solo com um material geoldgico rico em minério de ferro e aluminio. Apds as
atividades de mineracdo a distribui¢do e disponibilidade desses elementos nos ecossistemas
foi completamente alterada (Coelho et al. 2017). E importante lembrar que, apesar da alta
concentracdo, o ferro € um elemento essencial para o nosso organismo, sendo um componente
vital da hemoglobina e mioglobina, bem como de enzimas como citocromos e catalases. O
aluminio por sua vez ¢ um metal toxico, ele pode substituir inclusive o ferro, causando
distirbios na comunicacdo intercelular, crescimento celular e fungdes secretoras além de ser
um potente neurotoxico (Jaishankar et al. 2014).

O pelo ¢ a matriz que apresentou uma das concentragdes mais altas em todos os
elementos. A principal justificativa para isso ter ocorrido ¢ o contato direto com o ambiente
todo tempo. O pelo recobre quase 100% do corpo da capivara, portanto tudo que encosta nela,
na realidade estd em contato direto com o pelo. Outro fator importante ¢ que, diferente da
maioria dos mamiferos, a capivara nao faz troca de pelo, portanto um individuo adulto tem a
mesma pelagem de quando ele era jovem, sendo assim uma matriz capaz de acumular

elementos durante toda a vida do animal. O pelo ¢ uma estrutura formada por tecido epitelial,
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composto por queratina que ¢ uma proteina, proteinas interagem com alguns elementos e
ficam presos no pelo. Alguns desses metais que se ligam a queratina sdo arsénio, cromo,
cadmio e cobre (Klaassen 2019).

Nas fezes também foram detectadas altas concentracdes de ferro e aluminio e também
todos os elementos quimicos selecionados para andlise. Uma vez que a principal forma de
absor¢do dos metais ¢ pelo trato intestinal e considerando que as capivaras comem cerca de
3kg de forragem por dia, os altos indices nas analises das fezes se justificam. Outro motivo
que pode ser levado em consideracdo ¢ o fato delas realizarem cecofagia (Herrera 1985),
portanto o metal que estd sendo excretado pode também ser reabsorvido. Na tabela 4 ¢
possivel ver as taxas de absor¢ao e excre¢ao conhecidas dos elementos quimicos selecionados
para este estudo.

Dentre os metais analisados, a maioria € considerado toxico ou considerado metal
pesado. O que define um metal ser pesado € possuir um numero atomico superior a 20, uma
densidade elementar superior a 5 g/cm?® e causar efeitos adversos quando em baixas
concentragdes. Geralmente, metais pesados nao exercem fungdo bioldgica no organismo de
mamiferos, como Pb, Hg, Cd, As, Cr, Ni. Quando observamos a tabela 1, vemos quatro
elementos que obtiveram baixas concentragdes em todas as matrizes, As, Pb, Cd e Cr. Isso
acontece porque eles geralmente ndo sdo absorvidos pelo organismo com tanta facilidade
(olhar taxa de absor¢do tabela 4), entretanto, quando sdo, eles possuem a capacidade de
fazerem ligagdes com enzimas que facilitam sua retengdo prolongada em tecidos e orgaos.
Um exemplo ¢ o Pb, que quando absorvido pelo corpo, cerca de 95% ¢ depositado nos 0ssos
na forma de fosfato insolivel, permanecendo 14 por periodo indeterminado (Jaishankar et al.
2014). O Cd forma complexos com proteinas (metalotioneina) que sao quase totalmente
reabsorvidos pelos tabulos proximais e distais, voltando para a circulagdo em vez de serem
excretados (Rehman et al. 2021). O cromo (CrVI) ¢ captado pelos glébulos vermelhos e
reduzido a Crlll, formando complexos estaveis com a hemoglobina que ficam presos dentro

da célula por toda a duragdo da vida da hemacia (Wilbur et al. 2012).

Tabela 4. Taxa de absorc¢do (%), taxa de excre¢do (%) e via metabolica por onde os elementos

sdo excretados.

Elemento Taxa de absorcdo Taxa de excrecdo Via de excrecdo

Aluminio <1% 99% Fezes e urina

Arsénio 80-90% 50-80% Urina
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Chumbo 5-15% 1/3 do total absorvido Fezes e urina
Cobre 55-75% <3% Urina
Ferro 5% a 15% do total Muito baixa Fezes
ingerido
Cadmio 5-60% 0,001% por dia Urina
Cromo 2%—-10% 2% Urina
Cobalto 5-45% 95% Fezes e urina
Niquel 25-35% E excretado muito Urina, saliva e
rapido suor
Manganés 1-5% 5% Bile (fezes)
(Klaassen 2019)

Nas matrizes sanguineas, sangue e soro, houveram os menores indices de
concentragdo, com cinco elementos, As, Cd, Co, Ni e Mn, sem deteccao em sangue e As, Cd,
Co e Ni sem detec¢do em soro. Essas matrizes podem ser caracterizadas como para exposi¢ao
recente, devido as caracteristicas do sangue. O sangue funciona como uma grande "rodovia de
suprimentos e limpeza", ele participa da regulacdo homeostatica, portanto o organismo
mantém mecanismos rigorosos de regulacdo no sangue, o que pode tornar as concentragdes
sanguineas indicadores menos confidveis do acimulo total nos 6rgdos do que para metais nao
essenciais (Powolny 2019). Além disso, ele ¢ composto pelo plasma, pelas hemacias (que
morrem em 120 dias), pelos leucocitos (que podem durar apenas horas) e pelas plaquetas (que
morrem em 10 dias) (Junqueira et al. 2018). O sangue ¢ uma matriz de transporte, ¢ para
algumas andlises, ele tem data de validade.

A técnica analitica utilizada na detec¢do desses metais foi a Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES), capaz de determinar mais de
70 elementos com baixos limites de deteccao, porém existem categorias especificas de
elementos que ndo sdo indicadas ou que apresentam dificuldades significativas para andlise
por esta técnica e talvez isso explique alguns dos resultados anteriores. Embora tenha sido
detectado As em grande quantidade no rio Paraopeba ap6s o rompimento da barragem (IGAM
2019) e o proprio solo da regido do Quadrilatero Ferrifero ser rico em As (COSTA et al.
2010), os resultados das analises foram extremamente baixos para pelo e fezes e nao

detectado em sangue. Isso pode ser explicado, porque o As ¢ considerado um “emissor fraco”,
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isso significa que, mesmo quando o atomo ¢ excitado pelo plasma, a luz que ele emite ¢
eficazmente de baixa intensidade e o ICP-OES ndo ¢é considerada uma boa técnica para ele
(Margarini 2021). Portanto isso pode justificar os valores baixos e até nulos nas matrizes.

A estimativa do tamanho do genoma das capivaras foi feita pela técnica de citometria
de fluxo. A técnica baseia-se na utilizagdo de corantes fluorescentes que se ligam ao DNA e
essa ligagdo ¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA presente no interior da célula,
permitindo uma avaliacdo quantitativa precisa do conteudo gendmico. Além de permitir a
analise de milhares de células por segundo, o que permite calcular um grande nimero de
eventos em pouco tempo, conferindo alta estatistica aos dados obtidos sobre a distribuicao da
populacdo celular. A citometria de fluxo também ¢ capaz de determinar individualmente a
ploidia de cada célula e a distribuicdo das populacdes ao longo das diferentes fases do ciclo
celular. Comparado com outros métodos muito utilizados, como k-mers, a citometria mede a
massa total de DNA nuclear independentemente do qudo repetitiva ou complexa seja a
sequéncia de bases, enquanto estimativas baseadas em sequenciamento (como k-mers) podem
ter dificuldades com genomas altamente repetitivos ou complexos (Silva et al. 2004; Dos

Santos et al. 2017; Costa 2020).

7.CONCLUSAO

Os resultados das andlises de quantificagdo de elementos quimicos feitas com a
técnica ICP-OES mostraram que entre as matrizes pelo, fezes, sangue e soro, a matriz com
maior concentracao média foi as fezes, seguida do pelo. O elemento com maior concentragao
por matriz foi o ferro nas fezes e o de menor concentragdao foi o manganés no soro. Ferro e
aluminio foram os elementos com as maiores concentragdes gerais. Os resultados obtidos da
estimativa do tamanho do genoma das capivaras, feito com o método de citometria de fluxo,
ndo evidenciaram diferen¢a no tamanho do genoma entre fémeas e machos. Esses resultados
corroboram com a possibilidade da eficacia do biomonitoramento das capivaras de vida livre,

além de serem um preenchimento na lacuna sobre os estudos gendmicos desses animais.
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