e quantitativo e o moinho criogénico disponivel no CRA ser4d empregado para essa
finalidade.

O método de varredura para pelos e penas serd baseado na extracdo acida ou alcalina
usando HNO; ou TMAH e analise por TXRF. Para otimizacdo, amostras brancas lavadas e
moidas serdo fortificadas com concentracbes conhecidas dos elementos de interesse.
Apos a fortificacdo, as amostras serdo secas e utilizadas para a otimizacdo do método. As
variaveis avaliadas serao: massa de amostra, volume e concentracdo de TMAH, tempo de
contato, tipo e concentracdo do padrdo interno. Planejamento de experimentos também
sera utilizado visando diminuir o numero de experimentos e tempo necessario para a
otimizagdo. A melhor condi¢cdo sera validada e aplicada para a andlise das amostras
coletadas de animais da regido impactada.

Pretende-se desenvolver e validar um Unico método quantitativo que possa ser utilizado
para andlise de penas e pelos. O método quantitativo para as essas matrizes sera baseado
na digestdo acida (acido nitrico) assistida por radiacdo micro-ondas e posterior analise por
ICP-MS. Serdo otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e
temperatura de digestao). ApGs a otimizacdo o método serd validado e aplicado para as

amostras dos animais da regido impactada.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.
Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Otimizacao das condi¢cdes experimentais X X
para extracdo e digestdo das amostras
Validacdo do método quantitativo e X
varredura para analise de pelos e penas
Analise dos pelos e penas dos animais X X X X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracéo de relatérios parciais X X
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Nome: Giovani Duarte Lanza
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduacgéao/iniciacéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducéo

O bolsista participard principalmente das atividades relacionadas ao pré-
tratamento e preparo das amostras de figado, rins e musculo, com dedicacao de 20
(vinte) horas semanais. Além disso, o bolsista participard de treinamento nos
equipamentos (ultra-turrax e micro-ondas), planejamento dos experimentos e se
possivel acompanhara as analises por ICP-MS. Ele auxiliara também no
tratamento estatistico dos dados e participara de reunibes para discussao dos

resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na
realizacdo dos experimentos de preparo de amostra usando planejamentos

experimentais;

- realizar o pré-tratamento das amostras de figado, rins e musculo utilizando o Ultra-

turrax) e auxiliar no preparo das amostras no forno de micro-ondas.
- auxiliar na limpeza e descontaminagédo dos materiais;

- auxiliar no preparo das solugdes e diluicbes das amostras;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatérios parciais para apresentacao dos resultados em reunifes da equipe
do projeto.

3. Metodologia Resumida
As amostras de figado, rins e musculo serdo trituradas e homogeneizadas
em Ultra-turrax tube. A pasta obtida sera armazenada em freezer. O método
quantitativo para as essas matrizes serd baseado na digestao acida (acido nitrico)
assistida por radiacdo micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. O bolsista de
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IC auxiliarhd na moagem da amostras e na otimizacao do procedimento de digestéo
por micro-ondas. Durante a aplicacdo do método nas amostras dos animais, o
bolsista participara do preparo de todas as amostras e também auxiliard no

tratamento dos dados.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma
abaixo. Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores

pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Pré-tratamento das amostras X X X X
Otimizacdo do procedimento de digestédo
para rins, figado e masculo X

Digestdo das amostras de figado, rins e

9 : 9 X X X X X
musculo

Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracéo de relatérios parciais X X
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Nome: Gustavo Gonzaga Monteiro Elyseu
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduacgéo/iniciacéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducéo

O bolsista participara principalmente das atividades relacionadas ao pré-tratamento e
preparo das amostras de figado (procedimento de extracdo para varredura) e leite
(procedimento de digestdo) com dedicagéo de 20 (vinte) horas semanais. Além disso, o
bolsista participara de treinamento nos equipamentos (ultra-turrax e micro-ondas),
planejamento dos experimentos e se possivel acompanhara as analises por ICP-MS e
TXRF. Ele auxiliard também no tratamento estatistico dos dados e participara de

reunides para discussao dos resultados com apresentacédo de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na
realizacdo dos experimentos de preparo de amostra usando planejamentos

experimentais;

- realizar o pré-tratamento das amostras de figado utilizando o Ultra-turrax e auxiliar

no preparo das amostras (extracdo em meio acido ou alcalino);

- auxiliar no preparo das amostras de leite no forno de micro-ondas;
- auxiliar na limpeza e descontaminacdo dos materiais;

- auxiliar no preparo das solugdes e diluicbes das amostras;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatérios parciais para apresentacdo dos resultados em reunifes da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida
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No estudo de varredura as amostras de figado serdo trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube. O método de varredura para amostras de figado serd baseado na
extracdo em meio acido ou alcalino, e andlise por TXRF. Para otimizacdo do método, a
amostra triturada sera fortificada com concentragdo conhecida dos analitos,
homogeneizada e armazenada a -10 °C. Uma pequena massa (entre 50 e 100 mg) sera
pesada e sera adicionado um pequeno volume (de 200 a 500 puL) de HNO; 65% ou de
hidroxido de tetrametilamonio (TMAH). A mistura serd homogeneizada em vortex e entéo
serdo adicionados &gua ultrapura e o padréo interno. Ap6s homogeneizagdo, uma aliquota
do extrato sera depositada nos discos de quartzo do TXRF e analisados. Nas analises por
TXRF, 0 aluno acompanhara os pés-doutorandos.

O método quantitativo para analise de leite ser4 baseado na digestdo &cida (acido
nitrico) assistida por radiacdo micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. O bolsista de
IC auxiliara na otimizacéo e aplicacdo do procedimento de digestdo para as amostras de

leite e acompanhard, quando possivel, as andlises no ICP-MS.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Pré-tratamento das amostras de figado X X X
Otimizacao e aplicagdo do procedimento X
de extracao para figado X X
Otimizacao e aplicacédo do procedimento
de digestdo das amostras de leite em X X X X X
forno de MW
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracéo de relatérios parciais X X
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Nome: A definir
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduacgéao/iniciacéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducéo

O bolsista participara principalmente das atividades relacionadas ao preparo das
amostras de sangue (procedimento de diluicdo para método quantitativo) com dedicacao
de 20 (vinte) horas semanais. Além disso, o bolsista auxiliara na limpeza dos materiais,
descontaminacdo de vidrarias, tratamento estatistico dos dados. Se possivel, ele
acompanhara as analises por ICP-MS. Ele participara de reunides para discussdo dos

resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos para analise de sangue

- auxiliar na validagdo do método para analise das amostras de sangue;
- auxiliar na limpeza e descontaminagédo dos materiais;

- auxiliar no preparo das solugdes e diluicbes das amostras;

- auxiliar na andlise das amostras de sangue e soro;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatérios parciais para apresentacdo dos resultados em reunifes da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

O do método de diluicdo para amostras de sangue serd inicialmente avaliado e validado.
As amostras serdo diluidas numa proporcdo de 1:10 usando um diluente formado por
butanol, TMAH, TX-100, EDTA e agua. Serdo avaliados varios parametros de mérito para
verificar se o0 método € adequado para a finalidade pretendida. Apés a validacdo, o método
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sera empregado para inUmeras amostras de sangue, tanto de animais silvestres quanto de

animais domeésticos.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serao supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Avaliacdo do método de diluicdo para X X
sangue
Validacado do método de diluigdo para
sangue X
Aplicacdo do método para analise de
sangue e soro de animais silvestres e X X X X X
domésticos
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracéo de relatérios parciais X X

Numero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590

Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag' 10C




PROJETO BRUMADINHO-UFMG

CHAMADA PUBLICA INTERNA INDUZIDA N° 25/2020

PLANO DE TRABALHO DOS BOLSISTAS

DETERMINACAO DE METAIS E METALOIDES EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS DE ANIMAIS SILVESTRES E DOMESTICOS NA BACIA DO
RIO PARAOPEBA

Coordenadora: Profa. Clésia Cristina Nascentes (DQ-ICEXx)

Bolsistas: Profa. Clésia Cristina Nascentes (Professor/Pesquisador P2), Prof.
Guilherme Dias Rodrigues (Professor/Pesquisador P2), Prof. Marcelo Martins de
Sena (Professor/Pesquisador P2), Profa. Elionai Cassiana de Lima Gomes
(Professor/Pesquisador P2), Profa. Maria José Nunes de Paiva
(Professor/Pesquisador P2), Dr. Thiago Linhares Marques (pds-doutorado 1), MSc.
Ana Beatriz Santos da Silva (pds-doutorado 2), MSc. Igor Forattini Prates
Carvalhais Noronha (doutorado 1), MSc. Cassiano Lino Santos Costa (doutorado
2), MSc. Ana Gabriella Carvalho Miguita (doutorado 3), Bolsista de doutorado 4 (a
definir), Guilhermina de Oliveira Souza (mestrado 1), Amanda Cristina Soares
Coelho (mestrado 2), Giovani Duarte Lanza (iniciagdo cientifica 1), Gustavo
Gonzaga Monteiro Elyseu (iniciagao cientifica 2), Bolsista de iniciagao cientifica 3

(a definir)

Belo Horizonte, 16 de julho de 2020.
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CONTEXTUALIZAGAO

Além do impacto direto do desenvolvimento do projeto proposto a comunidade
ribeirinha da Bacia Hidrografica do Rio Paraopeba e instituicdbes envolvidas, um dos
objetivos estratégicos deste trabalho é a formagao de recursos humanos. Neste contexto,
todos os bolsistas envolvidos na equipe executora irdo participar de todas as etapas do
projeto, respeitando seus respectivos niveis de formagdo e cargas horarias para
dedicagao.

Os professores tém fungdes mais especificas que serdo explicitadas nos planos de
trabalho.

Os bolsistas de pds-doutorado, doutorado, mestrado e iniciagao cientifica realizardo

atividades diversas, tipicas da rotina de um laboratorio e do projeto proposto, dentre elas:

- limpeza de materiais, preparo de solucdes, planejamento e preparo de materiais para
realizagcao dos experimentos;

- preparo de amostras (moagem, digestao, extracao e diluigdo);

- treinamento, calibragdo e operagdo de equipamentos, como por exemplo pHmetros,
TXRF, ICP-MS;

- desenvolvimento e validagdo dos métodos de varredura e quantitativos

- tratamento de dados e apresentagao de resultados para confecgéo de relatérios parciais
e final;

- reunides semanais com a equipe do projeto.

Os professores envolvidos no projeto serdo responsaveis pela orientagdo e
acompanhamento dos outros bolsistas, auxiliando para que todas as etapas propostas
sejam cumpridas no prazo estabelecido.

Além disso, a avaliagdo dos estudantes sera realizada por monitoramento direto da
participacdo de cada um no laboratério, resultados apresentados e assiduidade. A partir
disso, ao término do projeto, os orientadores irdo emitir um parecer sobre a atuacéo de
cada envolvido durante o periodo de execucgao do trabalho.

As atividades especificas de cada bolsista estdo discriminadas abaixo. Vale
ressaltar que alguns membros estardo envolvidos nas mesmas partes do projeto, porém
trata-se de um trabalho muito amplo. Assim, a demanda por recursos humanos é
fundamental e, de acordo com a dedicagao/carga horaria e formagcao de cada bolsista, a
contribuicdo efetiva deles sera diferente. Neste contexto, pretende-se estabelecer a
dindmica de realizagdo do projeto com equipes responsaveis por objetivos especificos,

assim como discriminado no item 6 da presente proposta.
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Nome: Profa. Clésia Cristina Nascentes
Nivel da Bolsa: P2 (Professor/Pesquisador)

Carga Horaria Semanal: 7 horas

1. Atividades previstas

- Realizar os pedidos de compra dos consumiveis, materiais permanentes e

contratacdo de servigcos necessarios para a execucéo do projeto.
- Responder a questionamentos das partes e do Juiz, referentes ao projeto.

- Realizar reunides com a equipe permanente do CRA-UFMG para definir cronograma

de atividades, uso de equipamentos, normas a serem seguidas, etc.

- Realizar reunides com o supervisor do projeto e os membros das equipes de coleta

para obter informacdes das amostras e discutir resultados.

- Realizar reunides semanais com a equipe do projeto para estabelecer metas e

acompanhar a execugao.

- Sempre que necessario, treinar os membros da equipe do projeto, no uso dos
equipamentos do CRA-UFMG.

- Planejar, em conjunto com os outros bolsistas os experimentos de otimizagdo e

validacdo dos métodos propostos.

- Planejar, em conjunto com os outros bolsistas as analises das amostras da area de

estudo.

- Acompanhar o desenvolvimento e validagdao dos métodos, bem como das analises

das amostras.
- Discutir os resultados obtidos e elaborar relatérios parciais e final.
- Receber chamadas externas.

2. Cronograma
O bolsista realizara as atividades descritas anteriormente de acordo com o

cronograma a seguir.
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Bimestre
Atividades
1 2 3 4 6
Aquisicao de consumiveis, materiais X X X
permanentes e servigos
Reunibes com equipe do projeto X X X X X
Reunides com equipe CRA-UFMG X
Reunides com equipe de coleta e X X X X X
supervisor
Treinamento da equipe no uso dos X
equipamentos
Planejamento e acompanhamento das
etapas de otimizagao e validagao dos X X
métodos
Planejamer)t.o e acompanhamento das X X X X
analises das amostras
Discusséao dos resultados X X X X X
Elaboracao de relatérios parciais e final X X X X
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Nome: Prof. Guilherme Dias Rodrigues
Nivel da Bolsa: P2 (Professor/Pesquisador)

Carga Horaria Semanal: 6 horas

1. Atividades previstas

- Realizar reunides com a equipe permanente do CRA-UFMG para definir cronograma

de atividades, uso de equipamentos, normas a serem seguidas, etc.

- Realizar reunides com o supervisor do projeto e os membros das equipes de coleta

para obter informagdes das amostras e discutir resultados.

- Realizar reunides semanais com a equipe do projeto para estabelecer metas e

acompanhar a execugao.

- Planejar, em conjunto com os outros bolsistas os experimentos de otimizagdo e

validacdo dos métodos propostos.

- Planejar, em conjunto com os outros bolsistas as analises das amostras da area de

estudo.

- Acompanhar o desenvolvimento e validagdo dos métodos, bem como das analises

das amostras.

- Discutir os resultados obtidos e elaborar relatérios parciais e final.

2. Cronograma
O bolsista realizara as atividades descritas anteriormente de acordo com o

cronograma a seguir.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Reunides com equipe do projeto X X X X X X
Reunides com equipe CRA-UFMG X
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Reunibes com equipe de coleta e X X X X X X

supervisor

Planejamento e acompanhamento das

etapas de otimizacao e validacido dos X X

métodos

Planejamento e acompanhamento das

analises das amostras X X X X X
Discusséao dos resultados X X X X X X
Elaboracao de relatérios parciais e final X X X X X
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Nome: Prof. Marcelo Martins de Sena
Nivel da Bolsa: P2 (Professor/Pesquisador)

Carga Horaria Semanal: 4 horas

1. Atividades previstas

- Realizar reunides com a equipe permanente do CRA-UFMG para definir cronograma

de atividades, uso de equipamentos, normas a serem seguidas, etc.

- Realizar reunides semanais com a equipe do projeto para estabelecer metas e

acompanhar a execugao.

- Avaliar e estabelecer as ferramentas quimiométricas mais adequadas para

tratamento dos dados.

- Realizar o treinamento da equipe na utilizacdo de softwares para tratamento

guimiométrico dos dados.

- Acompanhar e orientar a bolsista responsavel pelo tratamento quimiométrico dos

dados.

- Discutir os resultados obtidos e auxliar na elaboraracéo dos relatérios parciais e final.

2. Cronograma
O bolsista realizara as atividades descritas anteriormente de acordo com o

cronograma a seguir.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Reunibes com equipe do projeto X X X X X X
Reunides com equipe CRA-UFMG X
Avaliar e estabelecer as ferramentas
guimiométricas mais adequadas para X X
tratamento dos dados
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Realizar o treinamento da equipe na
utilizagao de softwares para tratamento X X
quimiométrico dos dados

Acompanhar e orientar a bolsista
responsavel pelo tratamento X X X X X X
quimiométrico dos dados

Discussao dos resultados X X X X X X

Elaboracao de relatérios parciais e final X X X X X
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Nome: Profa. Elionai Cassiana de Lima Gomes
Nivel da Bolsa: P2 (Professor/Pesquisador)

Carga Horaria Semanal: 4 horas

1. Atividades previstas

- Realizar reunides semanais com a equipe do projeto para estabelecer metas e

acompanhar a execugao.

- Realizar reunides com a equipe permanente do CRA-UFMG para definir cronograma

de atividades, uso de equipamentos, normas a serem seguidas, etc.
- Auxiliar no tratamento estatistico dos resultados e conferéncia de planilhas.
- Discutir os resultados obtidos com as equipes.

- Produzir informagdes e conteudos sobre o subprojeto para publicagdo no site da

Plataforma Brumadinho.

- Auxiliar na elaboracao dos relatérios parciais e final.

2. Cronograma
O bolsista realizara as atividades descritas anteriormente de acordo com o

cronograma a seguir.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Reunibes com equipe do projeto X X X X X X
Reunides com equipe CRA-UFMG X
Auxiliar no tratamento estatistico dos X X X X
resultados e conferéncia de planilhas X X
Discutir resultados com as equipes X X X X X X
Produzir informacgdes e conteudos sobre
o subprojeto para publicagdo na X X X X X
Plataforma Brumadinho
Elaboracgao de relatérios parciais e final X X X X X
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Nome: Profa. Maria José Nunes de Paiva
Nivel da Bolsa: P2 (Professor/Pesquisador)

Carga Horaria Semanal: 2 horas

1. Atividades previstas

- Ofertar um mini-curso sobre aspectos gerais da toxicologia para os membros da

equipe.

- Realizar reunides quinzenais com a equipe do projeto para discussao de resultados

sob o aspecto toxicologico.
- Auxiliar na avaliagado dos resultados e comparagao com valores de referéncia.

- Auxiliar na elaboracao dos relatérios parciais e final.

2. Cronograma
O bolsista realizara as atividades descritas anteriormente de acordo com o

cronograma a seguir.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6

Reunides com equipe do projeto X X X X X X
Ofertar minicurso sobre toxicologia para X
a equipe
Discusséo dos resultados sob o aspecto X X X X X
toxicoldgico
Auxiliar na avaliagdo dos resultados e

| avalag o> ¢ X X X X X
comparagao com valores de referéncia
AUXI!Ia.I’ na .elaboragao de relatorios X X X X X
parciais e final
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Nome: Dr. Thiago Linhares Marques
Nivel da Bolsa: P4 (Bolsista pés-doutorado junior)

Carga Horaria Semanal: 40 horas

1. Introducao

Devido a maior disponibilidade e formacdo académica, o referido bolsista estara
envolvido em diferentes partes do projeto, como estudar diferentes tipos de matrizes e
métodos de analise. Neste caso em especifico, o bolsista participara do desenvolvimento,
validacao e aplicagdo do método quantitativo para analise das amostras de sangue, figado,
rins e musculo, com dedicacdo de 40 (quarenta) horas semanais de atividades. Além
disso, o bolsista participara de treinamento nos equipamentos, planejamento dos
experimentos, preparo de amostras, tratamento de dados, acompanhamento de outros
bolsistas de pds-graduagao e graduacao e reunides para discussdo dos resultados com
apresentagdo de relatérios, com toda a equipe do projeto e individualmente com os

orientadores/supervisores.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- otimizar as condigdes experimentais de extragdo e digestdo das amostras de
sangue, figado, rins e musculo, como tipo e concentragdo de acido ou base,

temperatura e tempo de contato;

- otimizar e validar o método quantitativo de analise de metais nas matrizes citadas,

com a determinagao das principais figuras de mérito;

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagdo de

planilnas padronizadas para posterior apresentagao dos resultados;

- elaborar relatorios parciais para apresentacédo dos resultados em reuniées da equipe

do projeto;

- organizar todos os resultados obtidos no desenvolvimento do projeto e discussdes
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para preparagao do relatorio final.

3. Metodologia Resumida

As amostras de figado, rins e musculo serdo trituradas e homogeneizadas em Ultra-
turrax tube. A pasta obtida sera armazenada em freezer. O método quantitativo para as
essas matrizes sera baseado na digestao acida (acido nitrico) assistida por radiagéo micro-
ondas e posterior analise por ICP-MS. Inicialmente o método sera desenvolvido para
figado, sendo otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e
temperatura de digestdo). Apds a otimizagcdo o método sera validado de acordo com o
descrito no item 3.4.2. Para as matrizes de rim e musculo sera avaliada a possibilidade de
se realizar uma ampliagdo de escopo do método desenvolvido e validado para figado.

Por se tratar de uma matriz menos complexa, pretende-se realizar a andlise das
amostras de sangue e leite homogeneizagdo manual. O método quantitativo para sangue
sera baseado no guia de preparo para amostras clinicas para analise por ICP-MS (Agilent,
2020). Por ser um método relativamente simples, optou-se por realizar diretamente o
método quantitativo, sem utilizar a estratégia de selecionar as amostras por um método de
varredura. O método consiste em diluir as amostras com uma solugéo aquosa contento 4%
de butanol, 0,01% de EDTA, 0,01% de Triton X-100 e 1% de TMAH, adicionando também
0 padrdo interno. Apds a diluicdo e homogeneizagcdo, a amostra pode ser analisada
diretamente por ICP-MS. O método sera validado de acordo com o procedimento descrito
no item 3.4.2, utilizando amostras brancas de sangue bovino e o MRC de sangue bovino
(ERM - CE196).

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Otimizacao das condi¢des experimentais X X

para digestdo acida

Validagao e aplicagdo do método
quantitativo para analise de rins, figado e
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musculo

Realizagao de estudos preliminares para
verificar a viabilidade do emprego da X
diluicdo para analise direta

Otimizacao e validagdo do método X
quantitativo para analise de sangue X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Analises das amostras X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X
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Nome: MSc. Ana Beatriz Santos da Silva
Nivel da Bolsa: P4 (Bolsista pos-doutorado junior)

Carga Horaria Semanal: 40 horas

1. Introducao

Devido a maior disponibilidade e formagdo académica, a referida bolsista estara
envolvida em diferentes partes do projeto, como estudar diferentes tipos de matrizes e
métodos de analise. Neste caso em especifico, a bolsista participara do desenvolvimento,
validacao e aplicagcao do método de varredura para figado e penas/pelo e quantitativo para
analise de amostras de pelo/penas e leite, com dedicacdo de 40 (quarenta) horas
semanais de atividades. Além disso, o bolsista participara de treinamento nos
equipamentos, planejamento dos experimentos, preparo de amostras, acompanhamento
de outros bolsistas, tratamento de dados e reunides para discussao dos resultados com
apresentagdo de relatorios, com toda a equipe do projeto e individualmente com os

orientadores/supervisores.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizagdo dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- desenvolver o método de varredura para analise de figado, penas e pelos
envolvendo TXRF;

- otimizar as condigbes experimentais de extracdo e digestdo das amostras de leite,
pelos e penas, como tipo e concentracao de acido ou base, temperatura e tempo de

contato;

- otimizar e validar o método quantitativo de analise de metais nas matrizes citadas,

com a determinagao das principais figuras de mérito;
- analisar as amostras de figado, pelos e penas dos animais

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagdo de

planilhas padronizadas para posterior apresentacao dos resultados;

- elaborar relatérios parciais para apresentacao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto;
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- organizar todos os resultados obtidos no desenvolvimento do projeto e discussdes

para preparagao do relatério final.

3. Metodologia Resumida

No estudo de varredura as amostras de figado serdo trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube. A pasta obtida sera armazenada em freezer.

O método de varredura para amostras de figado sera baseado na extracdo em meio
acido ou alcalino, e analise por TXRF. Para otimizacdo do método, a amostra triturada sera
fortificada com concentragao conhecida dos analitos, homogeneizada e armazenada a -10
°C. Uma pequena massa (entre 50 e 100 mg) sera pesada e sera adicionado um pequeno
volume (de 200 a 500 pL) de HNO; 65% ou de hidréxido de tetrametilamdnio (TMAH). A
mistura serd homogeneizada em vortex e entdo serdo adicionados agua ultrapura e o
padrdo interno. Apés homogeneizagdo, uma aliquota do extrato sera depositada nos
discos de quartzo do TXRF e analisados. Algumas condi¢des serdo otimizadas utilizando
planejamento de experimentos: massa de amostra, volume e tipo de extrator, tipo e
concentragdo do padrao interno. A melhor condicido sera validada.

As amostras de penas e pelos requerem uma etapa de pré-tratamento para remover
contaminantes exdgenos que podem ficar aderidos as amostras e conduzir a resultados
superestimados. Para lavagem dos pelos sera utilizado um procedimento padronizado
recomendado pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) que utiliza acetona e
agua. As amostras de pena também serdo lavadas com agua e acetona. Apos a etapa de
lavagem as amostras serao secas em capela de fluxo laminar. As amostras de pelo e
penas também precisam ser cominuidas para os métodos de varredura e quantitativo.
Nesse sentido sera avaliada a viabilidade de moagem utilizando o moinho criogénico
disponivel no CRA.

O método de varredura para pelos e penas sera baseado na extragdo acida ou alcalina
usando HNO; ou TMAH e analise por TXRF. Para otimizagcdo, amostras brancas lavadas e
moidas de acordo com os procedimentos descritos no item 3.2 serdo fortificadas com
concentragdes conhecidas dos elementos de interesse. Apds a fortificacdo, as amostras
serao secas e utilizadas para a otimizagao do método. As variaveis avaliadas serdo: massa
de amostra, volume e concentracdo de TMAH, tempo de contato, tipo e concentragao do
padrao interno. Planejamento de experimentos também sera utilizado visando diminuir o
numero de experimentos e tempo necessario para a otimizagado. A melhor condigao sera
validada e aplicada para a analise das amostras coletadas de animais da regido

impactada.
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Pretende-se desenvolver e validar um unico método quantitativo que possa ser utilizado
para analise de penas e pelos. O método quantitativo para as essas matrizes sera baseado
na digestao acida (acido nitrico) assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por
ICP-MS. Serao otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e
temperatura de digestdo). Apés a otimizagdo o método sera validado.

O método quantitativo para analise de leite serd baseado na digestdao acida (acido
nitrico) assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. Serao
otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e temperatura de

digestao). Apds a otimizagdo o método sera validado.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre

Atividades
1 2 3 4 5 6

Treinamentos nos equipamentos X

Otimizacao das condi¢des experimentais
do TXRF para varredura das amostras X X
de figado, pelos e penas

Validacédo do método de varredura
empregando TXRF para analise das X
amostras de figado, pelos e penas

Aplicacdo dos métodos de varredura X X X
para as amostras coletadas X

Otimizacao das condi¢des experimentais
para o método quantitativo para X
amostras de leite, pelos e penas

Validagao e aplicagdo do método
quantitativo para analise de leite, pelos e X X X X
penas

Pesquisa da literatura X X X X X X

Tratamentos estatisticos X X X X X X

Elaboracao de relatorios parciais X X
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Nome: MSc. Igor Forattini Prates Carvalhais Noronha

Nivel da Bolsa: D1 (Bolsista estudante de doutorado)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducao

O bolsista participara principalmente de todo o desenvolvimento, validagao e aplicacao
do método quantitativo para analise das amostras de sangue, com dedicagao de 20 (vinte)
horas semanais de atividades. Além disso, o bolsista participara de treinamento nos
equipamentos, planejamento dos experimentos, preparo de amostras, tratamento de dados

€ reunides para discussao dos resultados com apresentagao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- otimizar as condigbes experimentais de preparo das amostras de sangue,
investigando a viabilidade de se aplicar diluigdo para simplificar o processo de

preparo;

- otimizar e validar o método quantitativo de analise de metais na matriz citada, com a

determinagéo das principais figuras de mérito;
- analisar as amostras de sangue dos animais

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagdo de

planilhas padronizadas para posterior apresentacao dos resultados.

- elaborar relatérios parciais para apresentagao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

Por se tratar de uma matriz menos complexa, pretende-se realizar a analise das
amostras de sangue e leite homogeneizagdo manual. O método quantitativo para sangue
sera baseado no guia de preparo para amostras clinicas para analise por ICP-MS (Agilent,
2020). O método consiste em diluir as amostras com uma solugéo aquosa contento 4% de
butanol, 0,01% de EDTA, 0,01% de Triton X-100 e 1% de TMAH, adicionando também o

padrdo interno. Apds a diluicdo e homogeneizacdo, a amostra pode ser analisada
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diretamente por ICP-MS. O método sera validado utilizando amostras brancas de sangue
bovino e o MRC de sangue bovino (ERM - CE196).

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades

1 2 3 4 5 6

Treinamentos nos equipamentos X

Realizagao de estudos preliminares para
verificar a viabilidade do emprego da X
diluicdo para andlise direta
Otimizacao e validagdo do método X
quantitativo para analise de sangue

Analise das amostras de sangue X X X X X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X

Numero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590 .
Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag. 11¢




Nome: MSc. Cassiano Lino Santos Costa

Nivel da Bolsa: D1 (Bolsista estudante de doutorado)

Carga Horaria Semanal: 15 horas

1. Introducao

O bolsista participara principalmente de todo o desenvolvimento, validagdo e
aplicacdo do método de varredura e quantitativo para analise de amostras de pelo e
penas, com dedicagao de 15 (quinze) horas semanais de atividades. Além disso, o
bolsista participara de treinamento nos equipamentos, planejamento dos experimentos,
preparo de amostras, tratamento de dados e reunibes para discussao dos resultados

com apresentacao de relatérios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- otimizar as condi¢des experimentais de extragao (varredura) e digestao (quantitativo)
das amostras de pelo e penas, como tipo e concentracdo de acido ou base,

temperatura e tempo de contato;

- validar os métodos de varredura e quantitativo de analise de metais nas matrizes

citadas, com a determinagéo das principais figuras de mérito;
- analisar as amostras de pelos e penas dos animais;

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagao de

planilnas padronizadas para posterior apresentagao dos resultados.

- elaborar relatorios parciais para apresentacédo dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

Para lavagem dos pelos sera utilizado um procedimento padronizado recomendado
pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) que utiliza acetona e agua. As
amostras de pena também serdo lavadas com agua e acetona. Apos a etapa de lavagem

as amostras serdo secas em capela de fluxo laminar. As amostras de pelo e penas
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também precisam ser cominuidas para os métodos de varredura e quantitativo. Nesse
sentido sera utilizado o moinho criogénico disponivel no CRA.

O método de varredura para pelos e penas sera baseado na extragao acida ou alcalina
usando HNO; ou TMAH e analise por TXRF. Para otimizagdo, amostras brancas lavadas e
moidas de acordo com os procedimentos descritos no item 3.2 serdo fortificadas com
concentragdes conhecidas dos elementos de interesse. Apds a fortificacdo, as amostras
serao secas e utilizadas para a otimizagao do método. As variaveis avaliadas serdo: massa
de amostra, volume e concentracdo de TMAH, tempo de contato, tipo e concentragao do
padrao interno. Planejamento de experimentos também sera utilizado visando diminuir o
namero de experimentos e tempo necessario para a otimizagdo. A melhor condigdo sera
validada e aplicada para a analise das amostras dos animais da regido impactada.

Pretende-se desenvolver e validar um unico método quantitativo que possa ser utilizado
para analise de penas e pelos. O método quantitativo para as essas matrizes sera baseado
na digestao acida (acido nitrico) assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por
ICP-MS. Serao otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e

temperatura de digestédo). Apds a otimizagdo o método sera validado.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Otimizacao das condi¢des experimentais X
para extracao e digestdo das amostras
Validacdo do método quantitativo e X X
varredura para analise de pelos e penas
Aplicar os métodos validados para
analise das amostras de pelos e penas X X X X
dos animais
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracéao de relatérios parciais X X
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Nome: MSc. Ana Gabriella Carvalho Miguita
Nivel da Bolsa: D1 (Bolsista estudante de doutorado)

Carga Horaria Semanal: 15 horas

1. Introducao

O bolsista participara do tratamento quimiométrico dos dados gerados por todos os
grupos, com dedicagdo de 15 (quinze) horas semanais de atividades. Além disso, o
bolsista participara de reunides para discussdo dos resultados com apresentacdo de

relatorios.

2. Objetivos

- aplicar ferramentas quimiométricas, como Analise por Componentes Principais
(PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) para analise dos resultados
obtidos;

- analisar os graficos obtidos (escores e pesos para PCA e dendogramas para HCA)
visando correlacionar os teores de metais e metaloides assim como o perfil das

amostras;

- elaborar relatérios parciais para apresentagao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

Todo o tratamento dos dados da validagao (curvas de calibragao, precisao, veracidade,
célculo de incertezas etc.) sera realizado no Excel. O tratamento dos dados das amostras
analisadas sera realizado nos softwares dos equipamentos utilizados (TXRF e ICP-MS) e
no Excel. Correlacbes de Pearson também serdo avaliadas buscando estabelecer
correlacdes entre os metais e metaldides encontrados nas diferentes matrizes.

Considerando o grande numero de amostras e possivelmente de analitos é importante
utilizar estratégias adicionais para interpretagcdo dos dados. Assim, além do tratamento
estatistico convencional, serdo utilizadas algumas ferramentas quimiométricas
exploratérias visando avaliar principalmente a similaridade entre amostras e correlagao
entre variaveis. Dentre essas ferramentas destaca-se a Analise por Componentes

Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA).
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As analises dos graficos obtidos (escores e pesos para PCA e dendogramas para HCA)
permitirdo estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra, assim como avaliar e
correlacionar os as amostras, em funcédo do tipo de animal, local de amostragem etc. O

tratamento de dados sera feito empregando o software Matlab e o pacote PLS toolbox.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma

abaixo. Todas essas etapas serao supervisionadas pelos professores

pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Auxilio no planejamento dos
experimentos que envolverao tratamento X X
quimiométrico
Uso de PCA para tratamento e
interpretagao dos resultados X X X
Aplicacdo de HCA para tratamento e
interpretacao dos resultados X X X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Elaboracéao de relatérios parciais X X
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Nome: Bolsista de doutorado 4 (a definir)
Nivel da Bolsa: D1 (Bolsista estudante de doutorado)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1.Introducao

O bolsista participara principalmente de todo desenvolvimento, validagao e
aplicacdo do método de varredura para andlise de amostras de figado e
quantitativo para amostras de leite, com dedicagao de 20 (vinte) horas semanais de
atividades. Além disso, o bolsista participara de treinamento nos equipamentos,
planejamento dos experimentos, preparo de amostras, tratamento de dados e

reunides para discussao dos resultados com apresentacao de relatorios.

2.0bjetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizagdo dos experimentos de preparo de amostra e validagao;
- desenvolver o método de varredura para analise de figado envolvendo TXRF;

- otimizar as condigbes experimentais de extracao e digestdo das amostras de leite,

como tipo e concentragdo de acido ou base, temperatura e tempo de contato;

- validar o método quantitativo de analise de metais nas matrizes citadas, com a

determinagéo das principais figuras de mérito;
- analisar as amostras dos animais da regido impactada

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criacdo de

planilnas padronizadas para posterior apresentagao dos resultados.

- elaborar relatorios parciais para apresentacédo dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

No estudo de varredura as amostras de figado serdo trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube e armazenadas em freezer.

O método de varredura para amostras de figado sera baseado na extracdo em meio

acido ou alcalino, e analise por TXRF. Para otimizagdo do método, a amostra triturada sera
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fortificada com concentragao conhecida dos analitos, homogeneizada e armazenada a -10
°C. Uma pequena massa (entre 50 e 100 mg) sera pesada e sera adicionado um pequeno
volume (de 200 a 500 pL) de HNO; 65% ou de hidréxido de tetrametilaménio (TMAH). A
mistura sera homogeneizada em vortex e entdo serdo adicionados agua ultrapura e o
padrdo interno. Apds homogeneizacdo, uma aliquota do extrato sera depositada nos
discos de quartzo do TXRF e analisados. Algumas condi¢des serdo otimizadas utilizando
planejamento de experimentos: massa de amostra, volume e tipo de extrator, tipo e
concentragdo do padrao interno. A melhor condicdo sera validada e aplicada para analise
das amostras.

O método quantitativo para analise de leite serd baseado na digestdo acida (acido
nitrico) assistida por radiacdo micro-ondas e analise por ICP-MS. Ser&do otimizados o
volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e temperatura de digestdo). Apds a

otimizagdo o método sera validado e aplicado para a analise das amostras.

4. Cronograma de Atividades

O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma
abaixo. Todas essas etapas serdao supervisionadas pelos professores
pesquisadores.

Bimestre

Atividades
1 2 3 4 5 6

Treinamentos nos equipamentos

Otimizacao das condi¢des experimentais
para TXRF, extracao e digestdo das X X
amostras

Validagdo do método quantitativo e

varredura para analise de leite e figado, X X X
respectivamente

Analise das amostras dos animais da
regido impactada

Pesquisa da literatura X X X X X X

Tratamentos estatisticos X X X X X X

Elaboracao de relatérios parciais X X
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Nome: Guilhermina de Oliveira Souza
Nivel da Bolsa: M1 (Bolsista estudante de mestrado)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducgao

O bolsista participara principalmente de todo o desenvolvimento, validagcédo e
aplicagao do método quantitativo para andlise de metais e metaloides em figado,
rins e musculo, com dedicagédo de 20 (vinte) horas semanais de atividades. Além
disso, o bolsista participara de treinamento nos equipamentos, planejamento dos
experimentos, preparo de amostras, tratamento de dados e reunibes para

discussao dos resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- otimizar das condi¢cbes experimentais de extracdo e digestdo das amostras de
figado, rins e musculo, como tipo e concentragdo de acido ou base, temperatura e

tempo de contato;

- validar o método quantitativo de andlise de metais nas matrizes citadas, com a

determinagéao das principais figuras de mérito;
- aplicar o método para as amostras dos animais da regido impactada;

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagdo de

planilhas padronizadas para posterior apresentacao dos resultados;

- elaborar relatérios parciais para apresentacao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

As amostras de figado, rins e musculo serao trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube. A pasta obtida sera armazenada em freezer. O método
quantitativo para as essas matrizes sera baseado na digestao acida (acido nitrico)

assistida por radiagdo micro-ondas e analise por ICP-MS. Inicialmente o0 método
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sera desenvolvido para figado, sendo otimizados o volume de acido e o programa
de aquecimento (tempo e temperatura de digestdo). Apds a otimizagdo o método
sera validado. Para as matrizes de rim e musculo sera avaliada a possibilidade de
se realizar uma ampliacdo de escopo do método desenvolvido e validado para

figado.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma
abaixo. Todas essas etapas serao supervisionadas pelos professores

pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Otimizacao das condi¢des experimentais X X
para extracao e digestdo acida
Validacdo do método quantitativo para X X
analise de rins, figado e musculo
Analise das amostras dos animais da
regido impactada X X X X X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X
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Nome: Amanda Cristina Soares Coelho
Nivel da Bolsa: M1 (Bolsista estudante de mestrado)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducgao

O bolsista participara principalmente de todo o desenvolvimento, validagcédo e
aplicacdo do método de varredura e quantitativo para analise de amostras de pelo
e penas, com dedicagao de 20 (vinte) horas semanais de atividades. Além disso, o
bolsista participara de treinamento nos equipamentos, planejamento dos
experimentos, preparo de amostras, tratamento de dados e reunibes para

discussao dos resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos de preparo de amostra e validagao;

- otimizar das condi¢bes experimentais de extragao e digestdo das amostras de pelo e

penas, como tipo e concentragao de acido ou base, temperatura e tempo de contato;

- validar os métodos de varredura e quantitativo de andlise de metais nas matrizes

citadas, com a determinagéo das principais figuras de mérito;
- analisar as amostras de pelos e penas dos animais da regido impactada;

- realizar o tratamento estatistico de todos os dados obtidos, através da criagao de

planilhas padronizadas para posterior apresentacao dos resultados.

- elaborar relatérios parciais para apresentagao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

As amostras de penas e pelos serdo lavadas utilizando um procedimento padronizado
recomendado pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) que utiliza acetona e
agua. Apos a etapa de lavagem as amostras serao secas em capela de fluxo laminar. As

amostras de pelo e penas também precisam ser cominuidas para os métodos de varredura
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e quantitativo e o moinho criogénico disponivel no CRA sera empregado para essa
finalidade.

O método de varredura para pelos e penas sera baseado na extragao acida ou alcalina
usando HNO; ou TMAH e analise por TXRF. Para otimizagdo, amostras brancas lavadas e
moidas serdo fortificadas com concentragcdes conhecidas dos elementos de interesse.
Apés a fortificagcao, as amostras serdo secas e utilizadas para a otimizagdo do método. As
variaveis avaliadas serdo: massa de amostra, volume e concentracao de TMAH, tempo de
contato, tipo e concentracdo do padrao interno. Planejamento de experimentos também
sera utilizado visando diminuir o niumero de experimentos e tempo necessario para a
otimizagdo. A melhor condicdo sera validada e aplicada para a andlise das amostras
coletadas de animais da regido impactada.

Pretende-se desenvolver e validar um unico método quantitativo que possa ser utilizado
para analise de penas e pelos. O método quantitativo para as essas matrizes sera baseado
na digestao acida (acido nitrico) assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por
ICP-MS. Serao otimizados o volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e
temperatura de digestdo). Apds a otimizagdo o método sera validado e aplicado para as

amostras dos animais da regido impactada.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Otimizacao das condi¢des experimentais X X
para extracao e digestdo das amostras
Validacdo do método quantitativo e X
varredura para analise de pelos e penas
Andlise dos pelos e penas dos animais X X X X
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatérios parciais X X
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Nome: Giovani Duarte Lanza
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduagéo/iniciagéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introducgao

O bolsista participara principalmente das atividades relacionadas ao pré-
tratamento e preparo das amostras de figado, rins e musculo, com dedicagao de 20
(vinte) horas semanais. Além disso, o bolsista participara de treinamento nos
equipamentos (ultra-turrax e micro-ondas), planejamento dos experimentos e se
possivel acompanhara as analises por ICP-MS. Ele auxiliarda também no
tratamento estatistico dos dados e participara de reunides para discussao dos

resultados com apresentacgéo de relatérios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na
realizacdo dos experimentos de preparo de amostra usando planejamentos

experimentais;

- realizar o pré-tratamento das amostras de figado, rins e musculo utilizando o Ultra-

turrax) e auxiliar no preparo das amostras no forno de micro-ondas.
- auxiliar na limpeza e descontaminagao dos materiais;

- auxiliar no preparo das solugdes e diluicbes das amostras;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatérios parciais para apresentagao dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida
As amostras de figado, rins e musculo serao trituradas e homogeneizadas
em Ultra-turrax tube. A pasta obtida sera armazenada em freezer. O método
quantitativo para as essas matrizes sera baseado na digestao acida (acido nitrico)

assistida por radiagao micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. O bolsista de
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IC auxiliara na moagem da amostras e na otimizagao do procedimento de digestao
por micro-ondas. Durante a aplicagcdo do método nas amostras dos animais, o
bolsista participarda do preparo de todas as amostras e também auxiliara no

tratamento dos dados.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma
abaixo. Todas essas etapas serdao supervisionadas pelos professores

pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Pré-tratamento das amostras X X X X
Otimizacao do procedimento de digestéao
para rins, figado e musculo X
Digestao d tras de figado, ri
gestéo das amostras de figado, rins e X X X X X
musculo
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X

Numero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590 .
Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag. 13(




Nome: Gustavo Gonzaga Monteiro Elyseu
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduagéo/iniciagéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introdugao

O bolsista participara principalmente das atividades relacionadas ao pré-tratamento e
preparo das amostras de figado (procedimento de extragdo para varredura) e leite
(procedimento de digestdo) com dedicagéo de 20 (vinte) horas semanais. Além disso, o
bolsista participara de treinamento nos equipamentos (ultra-turrax e micro-ondas),
planejamento dos experimentos e se possivel acompanhara as analises por ICP-MS e
TXRF. Ele auxiliara também no tratamento estatistico dos dados e participara de

reunides para discussao dos resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na
realizacdo dos experimentos de preparo de amostra usando planejamentos

experimentais;

- realizar o pré-tratamento das amostras de figado utilizando o Ultra-turrax e auxiliar

no preparo das amostras (extracdo em meio acido ou alcalino);

- auxiliar no preparo das amostras de leite no forno de micro-ondas;
- auxiliar na limpeza e descontaminac¢ao dos materiais;

- auxiliar no preparo das solucdes e diluicbes das amostras;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatorios parciais para apresentacéo dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida
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No estudo de varredura as amostras de figado serdo trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube. O método de varredura para amostras de figado sera baseado na
extragdo em meio acido ou alcalino, e analise por TXRF. Para otimizagdo do método, a
amostra triturada sera fortificada com concentragdo conhecida dos analitos,
homogeneizada e armazenada a -10 °C. Uma pequena massa (entre 50 e 100 mg) sera
pesada e sera adicionado um pequeno volume (de 200 a 500 pL) de HNO; 65% ou de
hidroxido de tetrametilamonio (TMAH). A mistura serd homogeneizada em vortex e entao
serdo adicionados agua ultrapura e o padrao interno. Apés homogeneiza¢do, uma aliquota
do extrato sera depositada nos discos de quartzo do TXRF e analisados. Nas analises por
TXRF, o aluno acompanhara os pés-doutorandos.

O método quantitativo para analise de leite sera baseado na digestdo acida (acido
nitrico) assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. O bolsista de
IC auxiliara na otimizagdo e aplicagdo do procedimento de digestdo para as amostras de

leite e acompanhara, quando possivel, as analises no ICP-MS.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Pré-tratamento das amostras de figado X X X
Otimizacao e aplicacido do procedimento X
de extragao para figado X X
Otimizacao e aplicagédo do procedimento
de digestao das amostras de leite em X X X X X
forno de MW
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X
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Nome: A definir
Nivel da Bolsa: IX (Bolsista estudante de graduagéo/iniciagéo)

Carga Horaria Semanal: 20 horas

1. Introdugao

O bolsista participara principalmente das atividades relacionadas ao preparo das
amostras de sangue (procedimento de diluicdo para método quantitativo) com dedicagao
de 20 (vinte) horas semanais. Além disso, o bolsista auxiliara na limpeza dos materiais,
descontaminagdo de vidrarias, tratamento estatistico dos dados. Se possivel, ele
acompanhara as analises por ICP-MS. Ele participara de reunides para discussdo dos

resultados com apresentacao de relatorios.

2. Objetivos

- pesquisar constantemente a literatura para criar embasamento suficiente na

realizacao dos experimentos para analise de sangue

- auxiliar na validagao do método para analise das amostras de sangue;
- auxiliar na limpeza e descontaminagao dos materiais;

- auxiliar no preparo das solucdes e diluicbes das amostras;

- auxiliar na analise das amostras de sangue e soro;

- realizar tratamento estatistico dos dados;

- elaborar relatorios parciais para apresentacédo dos resultados em reuniées da equipe

do projeto.

3. Metodologia Resumida

O do método de diluigdo para amostras de sangue sera inicialmente avaliado e validado.
As amostras seréo diluidas numa propor¢cao de 1:10 usando um diluente formado por
butanol, TMAH, TX-100, EDTA e agua. Serao avaliados varios parametros de mérito para

verificar se o método € adequado para a finalidade pretendida. Apds a validagéo, o método
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sera empregado para inumeras amostras de sangue, tanto de animais silvestres quanto de

animais domésticos.

4. Cronograma de Atividades
O bolsista realizara as atividades presenciais de acordo com o cronograma abaixo.

Todas essas etapas serdo supervisionadas pelos professores pesquisadores.

Bimestre
Atividades
1 2 3 4 5 6
Treinamentos nos equipamentos X
Avaliacdo do método de diluigdo para X X
sangue
Validacdo do método de diluicdo para
sangue X
Aplicagcao do método para anélise de
sangue e soro de animais silvestres e X X X X X
domesticos
Pesquisa da literatura X X X X X X
Tratamentos estatisticos X X X X X X
Elaboracao de relatorios parciais X X
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ATA DA REUNIAO
DE
JULGAMENTO DA CHAMADA
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Projeto Brumadinho UFMG

ATA DA REUNIAO DE JULGAMENTO DA CHAMADA 25/2020 “DETERMINAGAO DE METAIS E
METALOIDES EM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE ANIMAIS SILVESTRES E DOMESTICOS NA BACIA DO
RIO PARAOPEBA” NO DIA 09.07.2020

No dia 9 de julho de 2020, as 9 horas, reuniram-se virtualmente os membros do Comité Técnico-
Cientifico do “Projeto Brumadinho-UFMG”, Fabiano Teodoro Lara, Ricardo Machado Ruiz, Adriana
Monteiro da Costa, Carlos Augusto Gomes Leal, Claudia Carvalhinho Windmoller, Efigénia Ferreira
e Gustavo Ferreira Simdes e o Secretdrio Executivo do “Projeto Brumadinho-UFMG”, Tiago Barros
Duarte. Ausente, justificadamente, a Professora Claudia Mayorga.

Tendo sido previamente encaminhado o Subprojeto para exame, foi avaliada a PROPOSTA
submetida pela professora Clésia Nascentes para a Chamada 25/2020. Foi identificado que o
Subprojeto apresentado cumpriu os requisitos formais de submissdo. Examinado e discutido o
mérito, a proposta foi avaliada como relevante e cientificamente robusta e com equipe executora
experiente e apta a execucdo do projeto. Verificou-se, portanto, que a proposta preenche o objetivo
completamente, com elevada qualidade, concluindo, por unanimidade pela APROVACAO COM
AJUSTES. Observou-se necessidade de adequacgdes, tendo sido identificadas as seguintes
recomendacdes a serem realizadas pela proponente:

1) Pag. 2., segundo paragrafo: reescrever a primeira frase “nesse contexto...”, uma vez que “surge
uma grande preocupac¢ao” nao seria considerado um fato concreto, mas sim uma ideia a ser
discutida.

2) Pag. 9, Item e: inserir no texto “...salde humana oriunda da ingestdo de produtos de origem
animal.”

3) Objetivos especificos: considerar a inser¢do, jd nos objetivos especificos, dos elementos
prioritarios a serem analisados. Seriam os que foram citados na introdug¢do?

- Item e) completar: ...tendo como referéncia a area atingida pelo rompimento da Barragem B1 da
Mineradora Vale em Brumadinho.

- Iltem e) reescrever o objetivo como, por exemplo: “discutir os resultados obtidos nesta proposta
com os dados obtidos de outros subprojetos, como, por exemplo, metais em aguas, sedimentos,
solos, rejeitos, ecotox e outros.”

4) Metodologia: a proponente descreve analise de amostras branca e amostras controle. Nao seria
suficiente apenas amostras brancas, ou melhor, as amostras brancas ndo podem ser também
amostras controle?

5) Pag. 9, Item 3.1.1: esclarecer se a amostra certificada MRC cabelo humano (ERM-DB001) pode
ser considerada e aceita cientificamente como amostra de referéncia para validacdo de métodos
para analise de pelos animais.

6) Pag. 9, Item 3.1.2: reescrever com tépico de acordo com a recomendacdo “Amostras da drea de
estudo”.

7) Pag.10, I: segundo a proposta, o método quantitativo para mercurio usando analise direta sera
desenvolvido apenas para as amostras que apresentarem valores altos do metal em sangue. Uma
vez que os pelos guardam mais informagdo de acumulagao de mercurio, ndo poderia acontecer de
haver uma baixa concentracdo em sangue a alta nas penas e pelos?
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8) Pag. 10, Item 3.1.2, I: recomenda-se que a equipe proponente considere a possibilidade e
viabilidade de inclusdo de analises de varredura/screening nas amostras de fezes. A andlise dessa
matriz podera complementar a avaliacdo de eventual contaminacdo dos animais. Essa permitirg,
além da avaliacdo de intoxicacdo aguda (sangue) e cronica (pelos e penas), a deteccdo de eventuais
contaminantes que os animais estdo sendo expostos via agua e/ou alimento, mas ainda ndo se
apresentam como téxicos a niveis sistémicos, por questdes de absorcdo e baixa concentragao de
exposicdo. Adicionalmente, os proponentes devem considerar que, dentre os animais silvestres,
alguns ndo possuem penas e pelos, como anfibios e repteis, sendo possivel nesses casos somente a
avaliacdo de intoxicacdo aguda, reduzindo o n? total de avaliacdo de penas/pelos.

9) Pag. 10, 11, 15 e 16, Item 3.1.2: recomenda-se, conforme a chamada, que os proponentes
discutam com o CTC, a respeito das sele¢des metodoldgicas (pp. 10-12 e pp. 15-16), a saber: o ndo
uso de métodos de varredura para pré-selecao, no caso das amostras de animais silvestres; se, para
as amostras de animais post-mortem, a proposta do pool de amostras apresentado é suficiente; a
justificativa sobre o conteudo estomacal (CE) e a pertinéncia da analise de outras matrizes, dessas
amostras, somente se houver valores elevados, nos figados. O mesmo é vdlido para o pool de
amostras/propriedade, no caso dos animais de producdo/espécie e, por consequéncia, a analise
individualizada, somente se houver concentracdes anormais dos analitos. As mesmas avalia¢des
decorrem para o pré-tratamento das amostras (se suficientemente adequados); para os métodos
de varredura e quantitativos, aparentemente, coerentes e de acordo com a literatura apresentada
e para a determinagdo de Hg.

10) Pag. 11, Item 3.1.2, Il: esclarecemos a equipe proponente que os animais mortos serao
submetidos a necropsia no ambito do Subprojeto 6. Durante essa avaliagdo, os profissionais
realizardo uma avaliacao detalhada dos 6rgaos e tecidos, incluindo o conteddo do estdmago e trato
digestério. Assim, as informagdes do conteudo estomacal, bem como do animal de origem, estardo
disponiveis para eventual avaliagdo da presenga de metais e metaloides.

11) Pag. 12, Item 3.2: revisar o fragmento “As amostras de fezes (...) serdo homogeneizadas no Ultra-
turrax”, visto a demanda supramencionada de andlise dessa matriz.

12) Pag. 13, Item 3.3: revisar o fragmento “...e ndo necessitam ter elevada veracidade e precisdo.”
Independentemente do método (varredura ou screening), esse deve apresentar parametros
técnicos adequados. Ainda na pdg. 13, Item 3.3: incluir a descricdo do processo de extracdao das
amostras de fezes para andlise de varredura, de acordo com a recomendagdo supracitada de
inclusdo de analise dessa matriz em animais silvestres.

13) Pag. 13, Item 3.3.1: revisar o fragmento “...armazenada a -102C”. Os equipamentos adquiridos
pelo CRA-UFMG sao freezers -209C.

14) Pag. 14, ltem 3.4.2: solicita-se aos proponentes que o método de avaliacio de metais e
metaloides em rim e musculo sejam necessariamente validados, para permitir, em eventual
necessidade, a analise dessas matrizes dentro do escopo do Projeto Brumadinho UFMG.

15) Pag. 18: incluir nos produtos uma discussdo dos resultados obtidos comparados com a norma
AVC/UPEI - Canada, 2020, trabalhos anteriores gerados pelas partes envolvidas no processo e ainda
trabalhos cientificos disponiveis.

16) Pag. 18: revisar o cronograma apresentando as atividades em meses, para facilitar o
monitoramento e acompanhamento das etapas de execucao do projeto.
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17) Pag. 19: as amostras oriundas de animais mortos (Subprojeto 6) serdo coletadas ao longo da
execucdo do Projeto Brumadinho UFMG, ndo havendo uma coleta, armazenamento e repasse das
amostras de maneira conjunta. Assim, os proponentes podem prever tais analises mais distribuidas,
principalmente, no segundo semestre de execucdo da proposta.

18) Pag. 19: a equipe executora deve incluir a confeccdo e entrega de relatdrios parciais de
resultados do Subprojeto durante o periodo de vigéncia.

19) Pag., 19, Item 6: atribuir a designa¢do “pesquisadores” a todos os bolsistas e/ou substituir “5
pesquisadores” por “5 professores”. Todos os bolsistas envolvidos no subprojeto sao pesquisadores.
Com isso, apresentar o plano de trabalho dos professores no documento que se encontra apds as
referéncias.

20) Pag. 19, Item 6: informar se havera a distribuicdo dos cinco professores por dentre as quatro
equipes ou, ainda, se todos os professores estdo vinculados a todas as equipes (com efeito de
acompanhamento). Ou seja, cada equipe estara a cargo de um grupo ou de um professor
especifico(s)?

21) Pag. 23: corrigir n2 de meses da Professora Maria José Nunes de Paiva, que, pelo valor total das
bolsas, refere-se a uma participacdo de 12 meses, ao invés de 2, como apresentado na proposta.
22) Pag. 24: descrever individualmente os itens “Acessdrios ICP-MS” e justificar a necessidade da
compra, uma vez que o equipamento do CRA-UFMG foi recentemente adquirido e, a priori, com
todos os periféricos.

23) Pag. 22: no quadro de pesquisadores, pede-se: (a) informar o real vinculo da Professora Maria
José Nunes de Paiva. O Lattes da pesquisadora, na apresentagdo e enderecos, afirma que ela é
servidora da UFSJ, ao passo que o periodo de atuagdo profissional, no curriculo, findou em 2017 —
mesmo ano em que aparece vinculada a UFMG. Pede-se a corre¢do apenas a titulo de conhecimento
claro para todas as partes, considerando que a equipe atendeu ao requisito dos 2/3 de
pesquisadores (na equipe) sendo da UFMG. (b) Esclarecer sobre os pesquisadores Thiago Marques
e Ana Beatriz: ambos estardao em Belo Horizonte para a dedicagdo integral ao Subprojeto da
Chamada 25?

24) Pag. 26: a possibilidade de alocacdo fisica de mais uma geladeira no CRA-UFMG deve ser
avaliada.

25) Pag. 28, Tabela 7.5, Orcamento consolidado: ajustar o valor correspondente ao subtotal e, por
consequéncia, os valores para a Resolugdo 10/95, os quais devem ser distribuidos para a UFMG e
para o Departamento. Por fim, corrigir o valor total do Subprojeto.

26) Pag. 33: solicita-se que a coordenadora indique um responsdvel por (a) produzir
informacgdes/conteldos sobre o Subprojeto que serdo publicadas no site da Plataforma Brumadinho
e (b) receber demandas externas, de modo a atender a Chamada (p. 8/33).

27) As estratégias sugeridas pela proponente inferem a necessidade de uma comunicacdo eficiente
com o supervisor do Subprojeto e/ou membros da equipe de coleta, para que informacgdes
necessarias para escolha dos pools de amostras sejam precisas. Considerar a insercdo no Subprojeto
de reunides com o supervisor para ajuste desses detalhes.

28) A proposta é bastante arrojada e desafiadora em termos de nimeros de técnicas analiticas e
nimero de amostras a serem analisadas. A Coordenadora desenhou uma estratégia de trabalho
com pool de amostras e utilizacdo do TXRF como método de screening bastante adequada para que
as metas sejam atingidas com sucesso. Uma ponderacdo importante é que, como o método de
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screening serd desenvolvido e validado, caso apresente alguma limitacdo em termos de
guantificacdo para os elementos toxicos prioritarios, recomenda-se que seja inserida a possibilidade
de uso do ICP-OES como técnica de apoio.

29) Revisar e reescrever os trechos onde s3do feitas afirmagdes genéricas sem a devida comprovacao
por referéncias bibliograficas cientificamente reconhecidas, bem como retirar afirmacdes que
tragam qualquer juizo de valor.

Encerrou-se a reunido as 10 horas. Eu, Tiago Barros Duarte, Secretario-Executivo do Comité Técnico-
Cientifico do “Projeto Brumadinho-UFMG” lavrei a presente ata, que vai assinada por mim e pelos
demais. Belo Horizonte, 9 de julho de 2020.

Adriana Monteiro da Costa

Carlos Augusto Gomes Leal

Claudia Carvalhinho Windmoller

Fabiano Teodoro Lara

Gustavo Ferreira Simoes

Ricardo Machado Ruiz

Efigénia Ferreira

Tiago Duarte
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Respostas as questoes levantadas pelos membros do CTC-Projeto Brumadinho-UFMG

1) Pag. 2., segundo pardagrafo: reescrever a primeira frase “nesse contexto...”, uma vez
que “surge uma grande preocupac¢ao” ndo seria considerado um fato concreto, mas sim uma
ideia a ser discutida.

R. O pardgrafo foi reescrito, conforme sugerido.

2) Pag. 9, Item e: inserir no texto “...saude humana oriunda da ingestdao de produtos de
origem animal.”

R. Texto inserido no item e, conforme sugerido.

3) Objetivos especificos: considerar a insercdo, ja nos objetivos especificos, dos
elementos prioritdrios a serem analisados. Seriam os que foram citados na introducdo?

R. Os metais e metaloides que serdo priorizados nas analises das matrizes bioldgicas
foram citados nos itens a e b dos objetivos especificos.

- Item e) completar: ...tendo como referéncia a area atingida pelo rompimento da Barragem
B1 da Mineradora Vale em Brumadinho.

R. O texto sugerido foi acrescentado no item e).

- Item e) reescrever o objetivo como, por exemplo: “discutir os resultados obtidos nesta
proposta com os dados obtidos de outros subprojetos, como, por exemplo, metais em aguas,
sedimentos, solos, rejeitos, ecotox e outros.”

R. Para ndo deixar o item “e” muito extenso e confuso, criou-se outro item (f) para
destacar a discussao conjunta de resultados obtidos em diferentes subprojetos.

4) Metodologia: a proponente descreve analise de amostras branca e amostras controle. Ndo
seria suficiente apenas amostras brancas, ou melhor, as amostras brancas ndo podem ser
também amostras controle?

R - As amostras brancas serdo utilizadas para a otimizagdo dos métodos e sdao requeridas em
quantidades maiores (uma vez que sd3o necessdrios varios experimentos no processo de
otimizacdo do método) e devem ser obtidas, preferencialmente, de animais criados em
situagBes controladas para evitar possiveis contamina¢des. As amostras controle seriam
obtidas de animais criados numa regido préoxima a area impactada e analisadas nas mesmas
condicdes que as amostras da drea de estudo. Nesse caso, o objetivo seria obter valores de
referéncia para comparagdo com os valores obtidos das amostras coletadas de animais da area
de estudo. Como ndo se sabe se sera vidvel a coleta dessas amostras, optou-se por retira-las
da proposta e serdo utilizados valores de referéncia internacionais disponiveis na literatura.

5) Pag. 9, Item 3.1.1: esclarecer se a amostra certificada MRC cabelo humano (ERM-
DB001) pode ser considerada e aceita cientificamente como amostra de referéncia para
validacdo de métodos para analise de pelos animais.

R. Ndo estdo disponiveis comercialmente materiais de referéncia certificados (MRC) de pelo e
penas. A composi¢do quimica de pelos e penas de animais e cabelos humanos é semelhante,
sendo constituidos majoritariamente por queratina. Desta forma, na validacdo do método para
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penas e pelos sera utilizado o MRC de cabelo humano (ERM-DB001). Vdrios trabalhos da
literatura reportam o uso de MRC de cabelo humano para validagcdo de métodos para analise
de pelos e penas. Essa informacao e as referéncias foram adicionadas ao item 3.1.1.

6) Pag. 9, Item 3.1.2: reescrever com tépico de acordo com a recomendag¢do “Amostras da
area de estudo”.

R. O termo “Amostras da regido impactada” foi substituido por “Amostras de area de estudo”,
como sugerido.

7) Pag.10, I: segundo a proposta, o método quantitativo para mercurio usando analise
direta sera desenvolvido apenas para as amostras que apresentarem valores altos do metal em
sangue. Uma vez que os pelos guardam mais informacdo de acumulagdo de mercurio, nao
poderia acontecer de haver uma baixa concentracdo em sangue a alta nas penas e pelos?

R. O projeto foi alterado e todas as amostras de pelos, penas e fezes dos animais silvestres
serdo analisadas no DMA, considerando que o nimero de amostras ndo sera tao elevado.

8) Pag. 10, Item 3.1.2, |: recomenda-se que a equipe proponente considere a
possibilidade e viabilidade de inclusdo de andlises de varredura/screening nas amostras de
fezes. A andlise dessa matriz podera complementar a avaliagao de eventual contaminagao dos
animais. Essa permitira, além da avaliagdo de intoxicagdo aguda (sangue) e crénica (pelos e
penas), a deteccdo de eventuais contaminantes que os animais estdo sendo expostos via agua
e/ou alimento, mas ainda ndo se apresentam como toxicos a niveis sistémicos, por questdes
de absorcdao e baixa concentracdo de exposicdo. Adicionalmente, os proponentes devem
considerar que, dentre os animais silvestres, alguns ndo possuem penas e pelos, como anfibios
e repteis, sendo possivel nesses casos somente a avaliacdo de intoxicacdo aguda, reduzindo o
n? total de avaliagcdo de penas/pelos.

R. O desenvolvimento e validagdo de um método, mesmo sendo para uma analise de
screening, demanda um tempo consideravel. Além disso, para animais silvestres é esperada
uma grande variagdo entre os tipos de animais (aves, mamiferos, répteis, anfibios, etc) e é
mais dificil estabelecer um procedimento de screening (que neste caso, seria um
procedimento de extragdo, mais brando) que atenda satisfatoriamente a amostras com
caracteristicas distintas. Diante disto, para atender a solicitagdo do CTC, as amostras de fezes
dos animais silvestres serdo analisadas pelos métodos quantitativos (digestdo acida com
andlise por ICP-MS e DMA para Hg) cujo desenvolvimento e validagao ja estavam previstos.

9) Pag. 10, 11, 15 e 16, Item 3.1.2: recomenda-se, conforme a chamada, que os
proponentes discutam com o CTC, a respeito das sele¢des metodoldgicas (pp. 10-12 e pp. 15-
16), a saber: o ndo uso de métodos de varredura para pré-selecdo, no caso das amostras de
animais silvestres; se, para as amostras de animais post-mortem, a proposta do pool de
amostras apresentado é suficiente; a justificativa sobre o conteldo estomacal (CE) e a
pertinéncia da analise de outras matrizes, dessas amostras, somente se houver valores
elevados, nos figados. O mesmo é valido para o pool de amostras/propriedade, no caso dos
animais de producdo/espécie e, por consequéncia, a andlise individualizada, somente se
houver concentragées anormais dos analitos. As mesmas avaliacGes decorrem para o pré-
tratamento das amostras (se suficientemente adequados); para os métodos de varredura e
quantitativos, aparentemente, coerentes e de acordo com a literatura apresentada e para a
determinacgao de Hg.
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R. A proponente conversou com o Prof. Carlos Leal o qual solicitou que a escolha das
estratégias propostas fosse descrita de forma mais clara no projeto. Visando atender a essa
solicitagdo, algumas alteragdes foram realizadas, com inclusdo de fluxogramas (Anexos IA, IB e
IC) com uma descri¢cdo sucinta das etapas do projeto. Vale destacar que para viabilizar a
execuc¢do desta proposta, considerando a grande diversidade e nUmero de amostras e o tempo
disponivel para a execucdo, foi necessdrio priorizar inicialmente matrizes que devem
apresentar os resultados mais relevantes. Além disso, para amostras post mortem (cerca de
900 animais) e de animais domésticos vivos (cerca de 12.000 animais) foi necessario lancar
mado de métodos para uma avaliacdo preliminar e pré-selecio de amostras. Nesse sentido
foram propostos os métodos de screening para figado (post mortem) e pelos (animais
domésticos) e também a andlise de amostras compostas para sangue de animais de uma
mesma propriedade. Acredita-se que com as essas estratégias serd possivel identificar
possiveis intoxicacGes e nos casos identificados, a andlise de todas as amostras sera realizada
por métodos quantitativos.

10) Pag. 11, Item 3.1.2, Il: esclarecemos a equipe proponente que os animais mortos serao
submetidos a necropsia no ambito do Subprojeto 6. Durante essa avaliacdo, os profissionais
realizardo uma avaliacdo detalhada dos 6rgdos e tecidos, incluindo o conteldo do estobmago e
trato digestério. Assim, as informac¢des do contedudo estomacal, bem como do animal de
origem, estarao disponiveis para eventual avaliacdo da presenca de metais e metaloides.

R. A andlise do conteudo estomacal serd realizada sempre que houver necessidade,
considerando-se as informagGes do relatério de necropsia, sendo este direcionamento
acrescentado no item 3.1.2, Il

11) Pag. 12, Item 3.2: revisar o fragmento “As amostras de fezes (...) serdo
homogeneizadas no Ultra-turrax”, visto a demanda supramencionada de andlise dessa matriz.

R. O fragmento foi revisado e alterado, conforme sugerido.

12) Pag. 13, Item 3.3: revisar o fragmento “...e ndo necessitam ter elevada veracidade e
precisdo.” Independentemente do método (varredura ou screening), esse deve apresentar
parametros técnicos adequados. Ainda na pdag. 13, Item 3.3: incluir a descri¢do do processo de
extracdo das amostras de fezes para andlise de varredura, de acordo com a recomendagao
supracitada de inclusdo de analise dessa matriz em animais silvestres.

R. O fragmento foi revisado e alterado conforme sugerido. Ndo foi incluido o método de
screening para as fezes, pois como mencionado na resposta da questdo 7, optou-se por
desenvolver e aplicar apenas o método quantitativo para essa matriz.

“«

13) Pag. 13, Item 3.3.1: revisar o fragmento
adquiridos pelo CRA-UFMG sao freezers -20°C.

...armazenada a -102C”. Os equipamentos

R. O fragmento foi revisado e a temperatura correta (-202C) foi adicionada.

14) Pag. 14, Item 3.4.2: solicita-se aos proponentes que o método de avaliacdo de metais e
metaloides em rim e musculo sejam necessariamente validados, para permitir, em eventual
necessidade, a analise dessas matrizes dentro do escopo do Projeto Brumadinho UFMG.
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R. O método para analise de rins e musculo serd inicialmente validado considerando a
extensdo de escopo, conforme sugerido pelo Guia de Garantia de Qualidade do MAPA. Na
expansdo de escopo, apenas alguns parametros de mérito sdo avaliados. Caso na validagdo
fique constatado que o método que foi desenvolvido para figado ndo apresenta resultados
satisfatdrios para rins e musculo, o método de digestdo serd ajustado para essas matrizes e a
validacdo completa sera realizada. Essas informacdes foram explicitadas no item 3.4.2.

15) Pag. 18: incluir nos produtos uma discussdo dos resultados obtidos comparados com a
norma AVC/UPEIl — Canadd, 2020, trabalhos anteriores gerados pelas partes envolvidas no
processo e ainda trabalhos cientificos disponiveis.

R. Um relatério com essa discussao foi acrescentado nos produtos (Pag. 19).

16) Pag. 18: revisar o cronograma apresentando as atividades em meses, para facilitar o
monitoramento e acompanhamento das etapas de execuc¢do do projeto.

R. O cronograma foi revisado e modificado de acordo com o sugerido (Pag. 20).

17) Pag. 19: as amostras oriundas de animais mortos (Subprojeto 6) serdo coletadas ao
longo da execucao do Projeto Brumadinho UFMG, ndao havendo uma coleta, armazenamento e
repasse das amostras de maneira conjunta. Assim, os proponentes podem prever tais analises
mais distribuidas, principalmente, no segundo semestre de execugao da proposta.

R. Essa alteracao foi realizada no cronograma (Pag. 20).

18) Pag. 19: a equipe executora deve incluir a confeccdo e entrega de relatdrios parciais de
resultados do Subprojeto durante o periodo de vigéncia.

R. Foi previsto a entrega de dois relatdrios parciais com os resultados obtidos no projeto apds
4 e 8 meses de execucdo e o relatério final. Se for necessdria a elaboracdo e entrega de
relatérios parciais com periodicidade menor, favor informar (Pag. 21).

19) Pag., 19, Item 6: atribuir a designacdo “pesquisadores” a todos os bolsistas e/ou
substituir “5 pesquisadores” por “5 professores”. Todos os bolsistas envolvidos no subprojeto
sdo pesquisadores. Com isso, apresentar o plano de trabalho dos professores no documento
gue se encontra apds as referéncias.

R. Foi feita a substituicao de “5 pesquisadores” por “5 professores”. O plano de trabalho dos 5
professores foi incluido no Anexo Il.

20) Pag. 19, Item 6: informar se havera a distribuicdo dos cinco professores por dentre as
guatro equipes ou, ainda, se todos os professores estdo vinculados a todas as equipes (com
efeito de acompanhamento). Ou seja, cada equipe estard a cargo de um grupo ou de um
professor especifico(s)?

R. O acompanhamento rotineiro do trabalho das equipes sera realizado principalmente pela
coordenadora (Profa. Clésia Nascentes) e pelo Prof. Guilherme Dias Rodrigues. O Prof.
Marcelo Martins de Sena ficara responsdvel pelo tratamento quimiométrico dos dados e
acompanhara as atividades da bolsista Ana Gabriella Miguita. A Profa. Elionai Gomes ficara
responsavel por produzir informagdes/conteldos sobre o Subprojeto que serdo publicadas no
site da Plataforma Brumadinho e auxiliar na elaboragdo dos relatdrios parciais e finais. A Profa.
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Maria José vai auxiliar na discussdo dos resultados sob o ponto de visto toxicoldgico. Essas
informagdes foram detalhadas nos planos de trabalho.

21) Pag. 23: corrigir n2 de meses da Professora Maria José Nunes de Paiva, que, pelo valor
total das bolsas, refere-se a uma participacdo de 12 meses, ao invés de 2, como apresentado
na proposta.

R. Obrigada pela correcao. Realmente, foi erro de digitacao.

22) Pag. 24: descrever individualmente os itens “Acessérios ICP-MS” e justificar a
necessidade da compra, uma vez que o equipamento do CRA-UFMG foi recentemente
adquirido e, a priori, com todos os periféricos.

R. O detalhamento dos acessérios do ICP-MS foi realizado na tabela 7.2 e uma justificativa foi
acrescentada no texto, logo abaixo da tabela. Apesar de o equipamento ser novo e possuir
guase todos os periféricos (com excecdo da tocha para introducdao de organicos e do
nebulizador MiraMist que ndo sdo acessorios que vem de fabrica, pois sdo para aplicagdes
especificas) é importante se ter acessorios para reposi¢do. Esse equipamento é o cora¢do do
projeto e temos que garantir seu perfeito funcionamento durante toda a execuc¢do do projeto.
Esses acessorios sofrem desgaste e precisam ser periodicamente trocados, principalmente em
condi¢cbes de uso intenso do equipamento, como ocorrerd nesse subprojeto. Como sera um
equipamento de uso compartilhado, caso o CRA possua outros recursos para reposicao de
pecas ou ainda se a aquisicdo desses mesmos acessorios foi prevista em outros subprojetos,
pode-se reavaliar os itens solicitados. Inicialmente, os orgamentos dos acessoérios para o ICP-
MS foram feitos para compra nacional. Visando desonerar um pouco o projeto, foi realizado
novo orcamento para importacao direta, o que resultou numa reducao do valor total.

23) Pag. 22: no quadro de pesquisadores, pede-se: (a) informar o real vinculo da Professora
Maria José Nunes de Paiva. O Lattes da pesquisadora, na apresentacdo e enderegos, afirma
qgue ela é servidora da UFSJ, ao passo que o periodo de atuagao profissional, no curriculo,
findou em 2017 — mesmo ano em que aparece vinculada a UFMG. Pede-se a corre¢do apenas a
titulo de conhecimento claro para todas as partes, considerando que a equipe atendeu ao
requisito dos 2/3 de pesquisadores (na equipe) sendo da UFMG. (b) Esclarecer sobre os
pesquisadores Thiago Marques e Ana Beatriz: ambos estardo em Belo Horizonte para a
dedicacdo integral ao Subprojeto da Chamada 25?

R. A Profa. Maria José Nunes de Paiva é professora da Faculdade de Farmdcia da UFMG desde
2017. Ela atualizou o Lattes e as informagdes agora estdo corretas. Os pesquisadores Thiago
Linhares Marques e Ana Beatriz Santos da Silva ndo residem atualmente em Belo Horizonte,
mas ambos tem disponibilidade para se mudarem para nossa cidade e se dedicarem
integralmente ao subprojeto. Essa informacdo foi acrescentada no quadro de pesquisadores.

24) Pag. 26: a possibilidade de alocacao fisica de mais uma geladeira no CRA-UFMG deve ser
avaliada.

R. A Prof. Claudia Carvalhinho foi consultada e informou que existe espaco fisico para alocacdo
da geladeira solicitada no projeto.

25) Pag. 28, Tabela 7.5, Orcamento consolidado: ajustar o valor correspondente ao subtotal e,
por consequéncia, os valores para a Resolugdo 10/95, os quais devem ser distribuidos para a
UFMG e para o Departamento. Por fim, corrigir o valor total do Subprojeto.
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R. Os ajustes foram realizados apds a troca dos orgamentos dos acessoérios para o ICP-MS para
importagdo direta.

26) Pag. 33: solicita-se que a coordenadora indique um responsdvel por (a) produzir
informagdes/contetidos sobre o Subprojeto que serdo publicadas no site da Plataforma
Brumadinho e (b) receber demandas externas, de modo a atender a Chamada (p. 8/33).

R. A Profa. Elionai Gomes ficara responsavel por produzir informacdes/contetdos sobre o
Subprojeto que serdo publicadas no site da Plataforma Brumadinho e a Profa. Clésia ficara
responsavel por receber as demandas externas, como consta no quadro do item 6 e também
no plano de trabalho das referidas professoras.

27) As estratégias sugeridas pela proponente inferem a necessidade de uma comunicagdo
eficiente com o supervisor do Subprojeto e/ou membros da equipe de coleta, para que
informagbes necessarias para escolha dos pools de amostras sejam precisas. Considerar a
insercao no Subprojeto de reuniGes com o supervisor para ajuste desses detalhes.

R. As reuniGes com o supervisor, membros das equipes de coleta e da equipe do CRA foram
incluidas no cronograma.

28) A proposta é bastante arrojada e desafiadora em termos de nimeros de técnicas analiticas
e numero de amostras a serem analisadas. A Coordenadora desenhou uma estratégia de
trabalho com pool de amostras e utilizagdo do TXRF como método de screening bastante
adequada para que as metas sejam atingidas com sucesso. Uma ponderacdo importante é que,
como o método de screening sera desenvolvido e validado, caso apresente alguma limitacdo
em termos de quantificacdo para os elementos toxicos prioritdrios, recomenda-se que seja
inserida a possibilidade de uso do ICP-OES como técnica de apoio.

R. Em relagdo a sensibilidade, de uma forma geral a técnica TXRF é melhor que a ICP-OES.
Além disso, para introdu¢do das amostras no ICP-OES seria necessario digerir as amostras no
forno de micro-ondas. Desta forma, considero que a inclusdo do ICP-OES nao seria viavel.
Existem alternativas para se melhorar os limites de quantificagdo no TXRF, como pré-
concentrar a amostra no sampler ou aumentar o tempo de andlise. Caso necessdrio, essas
estratégias serdo adotadas.

29) Revisar e reescrever os trechos onde sdo feitas afirmacBes genéricas sem a devida
comprovagdo por referéncias bibliograficas cientificamente reconhecidas, bem como retirar
afirmagdes que tragam qualquer juizo de valor.

R. O texto foi revisado.
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INTRODUGAO

Em 25 de janeiro de 2019, a Barragem | da Mina “Cdrrego do Feijao”, em
Brumadinho, Minas Gerais, se rompeu. O fato ocasionou o falecimento de 259
pessoas e 11 pessoas permanecem desaparecidas, segundo numeros apurados até
janeiro de 2020. Além das perdas humanas registrou-se uma série de consequéncias
e impactos pessoais, sociais, ambientais, econdmicos e em patrimbénios por longa
extensao territorial, em especial na Bacia do Rio Paraopeba [CTC-Projeto
Brumadinho-UFMG, 2020].

Dentre os varios impactos resultantes deste desastre, destaca-se nesse projeto
os danos causados a animais silvestres e domésticos da regiao atingida. O
espalhamento da lama causou, inicialmente, a morte de inUmeros animais terrestres e
aquaticos. De acordo com informagdes publicadas um ano apdés o rompimento pelos
orgaos estaduais, a area total ocupada pelos rejeitos, que vai desde a barragem até o
encontro com o Rio Paraopeba, foi de 292,27 hectares. Deste total, a area da
vegetacdo impactada representa 150,07 hectares. Além disso, na Area de Protegéo
Ambiental (APA) Sul foram impactados 10,68 hectares e também parte da zona de
amortecimento do Parque Estadual da Serra do Rola Moga, totalizando 225,20
hectares. Com relacdo a fauna, foram encontradas 348 carcagas de animais silvestres
terrestres e 420 de animais domésticos, sendo 47 nao identificadas. Dentre os animais
aquaticos foram encontradas 3404 carcagas de peixes, sendo 3040 nativos, 230
exoéticos e 134 carcagas nao identificadas. Muitos animais silvestres e domésticos

foram resgatados com vida e alguns vieram a 6bito posteriormente [SEMAD, 2020].

Além disso, a dispersao dos rejeitos nos diversos compartimentos ambientais
(4guas, sedimentos, solos, plantas e ar) da regido resultaram no aumento das
concentragcdes de contaminantes ambientais (CA), que sdo substancias introduzidas
no ambiente, acidentalmente ou deliberadamente, por fontes naturais ou atividades
antropogénicas e que tem potencial para causar danos as pessoas, animais

selvagens, animais domésticos e plantas [Environmental Contaminants, 2018].

Ainda de acordo com a publicacdo da SEMAD, os impactos sobre a fauna e
seus habitats ainda ndo foram definidos e os danos causados a médio e longo prazo
ainda nao podem ser estimados [SEMAD, 2020]. De acordo com a Secretaria de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 64 propriedades rurais situadas ao longo do

Rio Paraopeba em 20 municipios atingidos foram monitoradas, sendo coletadas
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amostras de sangue, urina e leite de bovinos, além de amostras de agua utilizadas
para dessedentacdo dos animais que vivem nesses locais. Entretanto os resultados
das analises ainda ndao haviam sido entregues a Secretaria [Secretaria de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, 2020]. Nao foram encontradas informagdes sobre a

avaliagao de outros animais como porcos, ovinos, etc.

Neste contexto, uma avaliacdo sistematica da concentragdo de metais e
metaloides em tecidos e fluidos de animais silvestres e domésticos da area atingida &
importante, pois, considerando as caracteristicas do rejeito, esses contaminantes
podem ter sido inseridos nos diversos compartimentos ambientais. Vale ressaltar que
esses metais e metaldides estdo entre os contaminantes mais persistentes no meio
ambiente, pois nao podem ser decompostos [Green et a. 2014] e sofrem
bioacumulagdo e biomagnificacdo na cadeia tréfica. A bioacumulagdo se refere ao
acumulo de uma substancia téxica nos tecidos de um organismo particular e a
biomagnificagdo € o aumento progressivo na concentragdo de uma substancia toxica
de um nivel tréfico para outro na cadeia alimentar [Ali & Khan, 2019]. A bioacumulagéo
pode resultar em toxicidade crénica, onde a exposigado continua de organismos vivos a
pequenas quantidades dos elementos téxicos podem causar danos a saude,
resultando por exemplo em problemas neurolégicos e reprodutivos [Lehner et al.,
2013]. A biomagnificagdo aumenta a exposi¢do da populagéo local que se alimenta de
carnes e vegetais produzidos em regides contaminadas e estende essa exposi¢cao
para pessoas de outras localidades, que podem consumir esses produtos alimenticios

contaminados.

Animais e humanos podem ser expostos a contaminantes ambientais
presentes no ar, agua e alimentos por meio de multiplas rotas incluindo oral, dérmica e
pulmonar (Figura 1), resultando em toxicidade cronica. Em termos praticos, a
toxicidade cronica pode ser mais grave, pois muitas vezes os sintomas ndo sao
diretamente associados com a fonte de exposicado. Desta forma, a fonte de exposi¢cao
ndo é removida e apO6s meses ou anos de exposi¢cdo podem surgir doengas como

cancer, problemas neurolégicos, infertilidade, dentre outros.
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Figura 1 — Possiveis rotas de exposicdo ambiental de plantas, animais e humanos a

partir de uma fonte de poluicdo. Adaptado de Paustenbach, 2001.
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Desta forma, a determinacdo de metais e metaloides em tecidos e fluidos de
animais da regido impactada pelo rompimento da Barragem B1 pode auxiliar na
avaliagao do grau de exposi¢ao e contaminagao da fauna terrestre. Diversos trabalhos
na literatura reportam diferengas nas concentragbes de metais toxicos entre grupos de
animais expostos e ndo expostos a contaminantes ambientais e relatam os efeitos
destes toxicantes no organismo [Green et al., 2014; Reis et al., 2010; De Francisco et
al., 2003]. A seguir sao apresentados informagbes a respeito da toxicidade para
animais dos principais metais e metaloides encontrados em rejeitos da mineracdo de

ferro.

a) Aluminio - toxicidade aguda de Al em animais € rara, mas exposi¢des
cronicas podem causar varios efeitos téxicos. O Al atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e a barreira placentaria, e por isso pode apresentar neurotoxicidade
e a alteragdes no desenvolvimento embrionario. Os efeitos téxicos do Al dependem
do 6rgao alvo e podem estar relacionados com a deposicdo ou substituicdo de

elementos com fungdes fisioldgicas com calcio, magnésio e ferro. Alteragdes causadas

3

NUmero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590 ,
Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag. 15(




por Al podem ocorrer: (1) nos ossos, interferindo na sintese do grupo heme e levando
a anemia, (2) no miocardio, podendo causar um infarto do miocardio e (3) no cérebro,
com efeitos neurotoxicos. Al pode ser medido no sangue, urina, fezes e pelos, mas
somente a analise da urina pode indicar se ocorreu uma exposi¢cao recente a niveis
altos de aluminio. Elevadas concentragbes de Al nos ossos, figado e bago refletem
bioacumulacéo [Yokel, 1997].

b) Arsénio — é um elemento toxico e diferentes espécies quimicas estao
relacionadas com doencas especificas. As espécies inorganicas e organicas de
arsénio trivalente causam problemas no trato gastrointestinal. Os compostos organicos
de arsénio pentavalente causam uma sindrome neuroldgica. Uma vez que esses
compostos sao absorvidos, a distribuicdo é feita através do sangue para todos os
orgaos do corpo. O arsénio se acumula inicialmente no figado e é distribuido
lentamente para os outros tecidos. O baco, os rins e os pulmbes sdo capazes de
acumular grandes quantidades de As. Alguns trabalhos com macacos e hamsters
demonstraram que As pode atravessar a barreira placentaria [Garland, 2007]. Em
casos de exposicdo crénica, As pode ser estocado nos 0ssos, na pele e em outros
tecidos queratinizados como cabelos, unhas e cascos [Agency for Toxic Substances
and Disease Registry, 1990].

c) Chumbo - é um elemento téxico que interfere em varios processos
bioquimicos no corpo, ligando-se ao sulfidril e a outros grupos funcionais nucleofilicos,
causando inibicdo de varias enzimas e alteragdes no metabolismo do calcio / vitamina
D. O Pb também contribui para o estresse oxidativo e interfere na rota sintética do
grupo heme. A absor¢do de chumbo pelo trato gastrointestinal depende muito do tipo
de animal, idade e dieta. Dietas ricas em gordura e deficientes em minerais (Ca, Zn,
Fe) podem aumentar a absor¢cdo de Pb em 7 e 20 vezes, respectivamente. Animais
jovens absorvem cerca de 90% do Pb a partir do trato gastrointestinal, sendo mais
susceptiveis a intoxicagdo que animais adultos [Thompsom, 2007]. O Pb é
amplamente distribuido no corpo e pode atravessar a barreira hematoencefalica
[Seimiya et al., 1991]. Nos tecidos moles, o chumbo se acumula por interagir com
varias proteinas e com a metalotioneina, e se acumula também nos ossos, que serve
como um reservatério relativamente inerte de chumbo no corpo, de onde pode ser
liberado durante os periodos de gestacado e lactacdo ou desmineralizacdo dos 0ssos
[De Francisco et al, 2003]. A taxa de excrecao de Pb nas fezes e urina é muito baixa.
Os principais danos do Pb no organismo sdo nos sistemas neuroldgico e
hematolégico. Equinos sdo mais susceptiveis a intoxicagdo crbénica por Pb que

bovinos.
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d) Cobre — é um elemento essencial em baixas concentragdes. Intoxicacdes
agudas causam irritagdo gastrointestinal e pode causar erosdo da mucosa.
Intoxicagdes cronicas em ovinos sdo causadas pela inabilidade das ovelhas em
aumentar a excrec¢ao biliar de cobre quando ocorre uma maior ingestao. O cobre entao
pode acumular-se no figado, inicialmente sem causar sintomas [Bremner, 1998]. Se o
acumulo persistir, 0 animal pode desenvolver necrose hepatica. O acumulo de Cu
pode ocorrer também nos rins, comprometendo o funcionamento desse 6rgao.
Bovinos e caes também s&o afetados por intoxicagbes crénicas de cobre [Du et al.,
1996].

e) Cromo - € um elemento essencial em niveis trago e desempenha fungdes em
processos metabdlicos incluindo o metabolismo da glicose, lipideos e aminoacidos. O
cromo hexavalente é mais toxico que a forma trivalente, uma vez que Cr(VI) entra nas
células mais facilmente que Cr(lll) e &, eventualmente, reduzido para Cr(lll)
[Jaishankar et al. 2014]. Intoxicagdes crénicas por cromo tém sido associadas com
gastrointerite e dermatite. O Cr pode acumular nos testiculos [Marouani et al., 2012], e
um estudo de Wise e colaboradores [Wise et al., 2015] mostra que a exposi¢ado ao
cromo [Cr(VI)] é citotdxica e genotdxica para fibroblastos de testiculos de mamiferos.
Estudos em humanos mostraram exposigéo cronica ao Cr(VI) correlaciona-se com a
diminuicdo da aptiddo e mobilidade espermatica [Li et al., 2001], embora o mecanismo
definitivo ndo tenha sido elucidado. Assim, esses dados sugerem que a exposi¢ao ao
Cr(VI) pode causar disfungao reprodutiva em mamiferos.

e) Ferro — € um elemento essencial para animais e plantas e funciona como
carreador de oxigénio na hemoglobina/mioglobina. Esta envolvido em varios
processos biolégicos em reacdes de oxidacdo-redugao, incluindo a fotossintese. O
excesso de ferro pode causar sobrecarga de ferro e danos aos érgaos, enquanto a
oxidagdo do Fe(ll) a Fe(lll) na hemoglobina resulta em metemoglobinemia e
incapacidade dos glébulos vermelhos de transportar o oxigénio [Hooser, 2007].
Existem muitas evidéncias de que depdsitos excessivos de ferro no cérebro e
alteragbes no metabolismo do ferro desempenham um papel importante em doencas
neurodegenerativas [Connor et al., 1995; Lan e Jiang, 1997; Fredriksson et al., 1999;
Dal-Pizzol et al., 2001]. Hemossiderose e hemocromatose tém sido relatadas em
varias espécies diferentes de animais. Hemocromatose € o acumulo patologico de
ferro nos tecidos, enquanto hemossiderose € o acumulo ndo patolégico de ferro. Nas
aves, o acumulo de ferro tem sido relatado em aves silvestres como mynah, tucano e
quetzal. Os sintomas clinicos sao dispneia, insuficiéncia hepatica e em alguns casos

morte [Hooser, 2007].
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f) Manganés — é um elemento essencial e de baixa toxicidade, que desempenha
um importante papel no metabolismo de lipidios em animais [Reis et al., 2010]. Porém,
seu consumo excessivo pode causar envenenamento e n&o deve ser ingerido em
dose superiores a 1.000 mg/kg para bovinos e ovinos e 400 mg/kg em equinos e
suinos [Reis et al. 2010]. Apresenta efeitos mais deletérios por via oral, apesar de que
a inalagdo de poeira contendo 6xidos de manganés (MnO, e MnO,) pode levar a
inflamacao do pulmao e facilitar o surgimento de infegbes pulmonares em animais
[Willians M. & Peter, 2012]. Exposi¢édo ao Mn altera as fungdes cardiacas, inibindo a
contracao do miocardio, dilatando os vasos sanguineos e reduzindo a pressé&o arterial
[O’'Neal & Zheng, 2015]. Absorcéo oral de duragao intermediaria podem causar danos
a reproducdo e em dose muito elevadas pode causar efeitos neurocomportamentais
em ratos [Willians M. & Peter, 2012]. Os disturbios neuroldgicos estao relacionados a
diminuicdo da liberacdo de dopamina e promovem a reducdo da pigmentacdo da
massa cinzenta [Reis et al. 2010]. Outros sintomas relacionados a exposicdo por Mn
sdo a reducdo do crescimento e ganho do peso de animais, anemia, lesdes
gastrointestinais e aumento de ésteres e triglicerideos no sangue [Reis et al. 2010]. O
Mn apresenta baixo tempo de meia-vida no sangue, ndo acumula em 6rgdos como
coragao, rins e musculos, tem uma excregcao preferencial pelas fezes apods ser
metabolizado no figado e eliminado pela vesicula biliar e se acumula no figado e
ossos [O’'Neal & Zheng, 2015, Reis et al., 2010]. Portanto, amostras de sangue, urina,
musculos e rins ndo sao adequadas para avaliagdo de contaminagédo por Mn, sendo
neste caso utilizado amostras de figado [O’Neal & Zheng, 2015, Reis et al., 2010].

g) Mercurio — € um elemento altamente toxico, sendo liberado ao meio ambiente
na sua forma elementar ou inorganica, onde é posteriormente convertido a sua forma
organica predominante de metilmercurio (MeHg) por acdo de bactérias redutoras de
sulfato e ferro [Bampidis et al., 2013, Basri et al., 2017, Evers, 2018]. Sua toxicidade e
toxicocinética sdo altamente dependentes da espécie que se encontra esse elemento
[Bampidis et al., 2013]. Por exemplo, a espécie elementar (Hg®) é preferencialmente
absorvida por vias aéreas (80%), enquanto as inorganicas sao pouco absorvidas (10-
30%) por via oral e o MeHg € altamente absorvido (>80%) no sistema gastrointestinal
[Bampidis et al., 2013]. Bem como, apds absor¢gdo o Hg® é oxidado na corrente
sanguinea a Hg(ll), o qual se acumula principalmente nos rins € em menor extensao
no figado, sendo excretado pela urina ou pelas fezes [Bampidis et al, 2013].
Entretanto, a taxa de conversao de MeHg a Hg(ll) € baixa nos glébulos vermelhos e
em diversos tecidos, o que leva a sua bioacumulacido, especialmente nos rins e
consequentemente a sua biomagnificagao através da cadeia alimentar [Bampidis et

al., 2013, Basri et al., 2017, Evers, 2018]. A excregao do MeHg néo ¢ eficiente, uma

6
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vez que € eliminado através na bile, mas é reabsorvido no intestino, o que leva a
circulagdo enterro-hepatica do MeHg [Bampidis et al., 2013]. Dentre todas as
espécies, o MeHg tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e
placentaria, causando sérios danos ao cérebro e embrides como observado em
bezerros com polioencefalomalacia (apatia, descoordenacéo, cegueira progressiva e
convulsdes) [Bampidis et al., 2013]. Os gatos estdo entre os animais mais sensiveis a
toxicidade ao MeHg, apresentando sintoma como: salivagdo excessiva, marcha
ataxica, convulsées e alteracdo de comportamento, que também ocorrem em outros
animais como porcos e cachorros [Bampidis et al., 2013, Beck et al., 2020]. Além de
acumular nos rins, que acarreta na sua faléncia, 0 mercurio também se acumula no
figado, nos pelos e no sangue de mamiferos, matrizes que podem ser utilizadas na
avaliacdo da exposicédo dos animais as espécies de mercurio [Basri et al., 2017].

h) Zinco — é um elemento essencial e importante em muitos processos
biolégicos, sendo considerado pouco toxico a bovinos, ovinos e suinos, apesar de
haverem relatos de casos naturais de toxicidade por Zn nestes animais € em macacos
e furdes [Reis et al., 2010, Allen et al., 1983]. Os sintomas dependem da fonte e tempo
de exposicdo, podendo variar de desidratagdo, desequilibrio eletrolitico, nauseas,
letargia, descoordenagcdo motora, artrite, claudicagcdo, anemia, anorexia e perda de
peso [Hill & Shannon, 2019, Reis et al., 2010]. O aumento relativo de Zn foi observado
no plasma, bile, coragdo, musculos, rins e figado de bezerros expostos a uma dose de
1000 mg/kg [Reis et al., 2010]. Dentre os 6rgaos, o pancreas € o mais afetado devido
a excregao preferencial de Zn no suco pancreatico, porém sao observadas lesdes nos
rins apesar deste elemento ser pouco observado na urina [Allen et al., 1983, Straube
et al., 1980]. Os danos aos rins estao relacionados a capacidade deste de acumular
Zn em enzimas metal-ligantes especificas conhecidas como metaloteinas que também
estdo presentes na mucosa do intestino e do figado [Straube et al., 1980]. Neste
contexto, amostra de figado e rins sédo as preferencialmente utilizadas na confirmagao

do intoxicagao de animais por Zn [Reis et al. 2010].

A determinagdo destes metais em amostras biolégicas € importante devido a
toxicidade que apresentam para animais. Os resultados dessas analises quimicas
podem corroborar observacdes histopatologicas e assim, estabelecer relagdes
causal/efeito. Entretanto, alguns destes contaminantes podem ter diferentes origens
(por exemplo, o uso de ragdes, suplementos e medicamentos para animais
domeésticos) e isso dificulta o estabelecimento de um nexo causal entre a intoxicacéo e
uma fonte de contaminacao especifica. Por isso, é interessante avaliar a presenca de

outros elementos que possam ser utilizados como tragadores quimicos para associar

Numero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590 .
Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag. 154




uma possivel intoxicagdo com a origem dos contaminantes ambientais. Dentre estes
elementos pode-se citar Li, U, V e os elementos terras raras (La, Eu, Gd, Lu, etc) que
podem ser encontrados em rejeitos de mineragéo de ferro e sdo menos associados a
outras fontes de contaminacdo. Se necessario, estratégias mais sofisticadas como as
analises de razao isotdpica poderao ser utilizadas para complementar os estudos aqui

propostos.

Destaca-se que amostras bioldgicas diferentes sdo utilizadas para avaliar
exposi¢des de curto prazo (recentes) e de médio e longo prazo (crénicas). O sangue
€ um sistema de transporte e circulagdo, fornecendo minerais, elementos tragco e
metais toxicos aos tecidos. Em animais de porte médio, os metais circulam na corrente
sanguinea por aproximadamente 72 horas, sendo entdo naturalmente excretados ou
depositados em varios tecidos do animal (bioacumulados) [Ramaiah & Nabity, 2007].
De uma forma geral, o tempo é dependente da espécie e porte, mas a concentragao
de metais no sangue esta relacionada com exposigcbes de curto prazo. Para
exposi¢des de médio e longo prazo, quando possivel/disponivel sdo utilizados 6rgaos
de acumulo (figado, rins) ou pelos e penas, que a medida que crescem retém as

espécies toxicas em sua estrutura e fornecem um histérico da exposigao.

2. OBJETIVO GERAL
Determinar a presenga e concentragdo de metais e metaloides em amostras

biolégicas coletadas de animais silvestres e domésticos na bacia do Rio Paraopeba.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e validar métodos de “varredura” para detecgao (identificacao)
de metais e metaldides (prioritariamente Al, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Fe, Mn, Ni, V, U e Zn),
nas seguintes matrizes biolodgicas coletadas de animais silvestres e domésticos: fezes,

figado, pelos e penas.

b) Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo de metais e
metaldides (prioritariamente Al, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Fe, Mn, Ni, V, U, Zn e elementos
terras raras) nas seguintes matrizes biolégicas coletadas de animais silvestres e

domésticos: fezes, pelos, penas, sangue, soro, leite, figado, rim e musculo.

c) Determinar a presenga e concentracao de metais e metaloides nas matrizes
bioldgicas coletadas de animais silvestres e domésticos (pelos, penas, fezes, sangue,

soro, leite, figado, rim e musculo) nas chamadas de coleta n°® 5/2019, 6/2019 e 7/2019.
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d) Utilizar ferramentas quimiométricas para auxiliar na interpretacao dos
resultados e na avaliacdo de possiveis correlagbes entre amostras e elementos
determinados.

e) Avaliar e estimar possiveis interferéncias da contaminagcéo por metais e
metaloides na vida de animais silvestres, na salude dos animais domésticos e na
saude humana oriunda da ingestdo de produtos de origem animal, tendo como
referéncia a area atingida pelo rompimento da Barragem B1 da Mineradora Vale em
Brumadinho.

f) Discutir os resultados obtidos nesta proposta conjuntamente com aqueles
obtidos de outros subprojetos relacionados a determinagéo de metais e metaloides em

outras matrizes (aguas, sedimentos, solos, rejeitos e material particulado).

3. METODOLOGIA

3.1. Amostras e materiais de referéncia certificados (MRC)
3.1.1. Amostras brancas e MRCs

Para o desenvolvimento e validagdo dos métodos de varredura e métodos
quantitativos seréo utilizadas amostras brancas (tecidos e fluidos obtidos de animais
nao expostos a contaminacéo). Essas amostras serdao cedidas por professores da
Escola de Veterinaria da UFMG e/ou pelo Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria
de Pedro Leopoldo.

Na etapa de validacao, para avaliar a veracidade dos métodos propostos serao
utilizados os seguintes MRC's: figado bovino (ERM - BB185 e NIST SRM-1577c), rim
suino (ERM - BB186), sangue bovino (ERM-CE196), musculo bovino (BOVM-1),
sangue caprino (NIST SRM-955C) e leite em pd (ERM-BD151). Nao estao disponiveis
comercialmente materiais de referéncia certificados (MRC) de pelo e penas. A
composi¢ao quimica de pelos e penas de animais e cabelos humanos é semelhante,
sendo constituidos majoritariamente por queratina. Desta forma, na validagdo do
método para penas e pelos sera utilizado o MRC de cabelo humano (ERM-DB001).
Trabalhos da literatura reportam o uso de MRC de cabelo humano para validacdo de
métodos para analise de pelos e penas [Madejo, Dominguez & Murillo, 2009; Borghesi
et al. 2017].
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3.1.2. Amostras da area de estudo
As amostras analisadas neste projeto serao fornecidas pelo CTC, apds coletas
realizadas por outros 3 projetos. O numero estimado de animais e matrizes coletadas

em cada projeto sao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Numero da chamada, nimero estimado de animais

Chamada Numero estimado | Tipo de animal Amostras biolégicas
de animais coletadas
05/2019 125 Animais Pelos, penas, sangue,
Silvestres soro, leite e fezes
06/2019 900 Animais silvestres Figado, rim, musculo e
e domeésticos conteudo estomacal
07/2019 11194 Animais Pelos, sangue, soro, leite
domeésticos e fezes
Total 12219

Fonte: Edital da Chamada Induzido N° 25

Considerando o grande numero e diversidade de amostras e o curto tempo
disponivel, a equipe propde algumas estratégias para viabilizar a execucdo da
proposta. Uma sintese das estratégias (fluxograma) é apresentada nos Anexos IA, IB
e IC. Serao priorizadas para uma avaliacdo inicial matrizes que possam ser
relacionadas com diferentes tempos de exposi¢ao (curto e médio-longo prazos), Para
as exposi¢des de curto prazo serdo analisados sangue (animais vivos) e conteudo
estomacal (animais mortos). Para avaliagéo da exposicado de médio-longo prazo, seréo
analisados tecidos onde ocorre bioacumulagdo dos metais: pelos ou penas para
animais vivos e figado para animais mortos.

Além disso, para amostras post mortem (cerca de 900 animais) e de animais
domeésticos vivos (cerca de 12.000 animais) sera necessario langar mao de métodos
para pré-selecdo de amostras. Nesse sentido foram propostos os métodos de
screening para figado (post mortem) e pelos (animais domésticos). Os métodos de
screening (ou varredura) sao métodos rapidos usados para uma avaliagao preliminar e
visam identificar e selecionar, a partir de um grande conjunto inicial, as amostras que
contém um ou mais analitos acima de um nivel de concentragao pré-estabelecido. O
objetivo destes métodos € minimizar procedimentos preliminares demorados e a
necessidade do uso permanente de instrumentos mais sofisticados, permitindo assim
a analise de um grande numero de amostras em tempo habil. Desta forma, somente
as amostras para as quais o screening forneceu uma resposta positiva confiavel, serao
analisadas pelos métodos analiticos convencionais, que por sua vez fornecerao

resultados quantitativos [Nascentes, 2002]. Vale ressaltar que além de serem rapidos,

10

Numero do documento: 20080318520059100000226222590
https://pje.timg.jus.br:443/pje/Processo/ConsultaDocumento/listView.seam?x=20080318520059100000226222590 . _
Assinado eletronicamente por: SILVIA MARIA DA MOTA CUNHA DIAS - 03/08/2020 18:52:01 Num. 227510273 - Pag. 157




os métodos de screening devem possuir sensibilidade adequada para detectar baixas
concentracdes dos contaminantes, sendo capazes de identificar qualquer nivel de
intoxicagao dos animais.

Outra estratégia proposta para a analise de amostras de sangue e pelos dos
animais de produgdo sera a analise de amostras compostas, que é uma forma
tecnicamente viavel para avaliagdo de um grande numero de amostras em tempo
habil, considerando também a utilizagdo dos equipamentos do CRA-UFMG por outros
subprojetos. As amostras compostas (pool) serdo formadas por sangue e pelo de
animais (n < 10) criados em uma mesma propriedade rural e, a principio, expostos as
mesmas fontes de contaminagdo. Se concentragbes maiores do que o esperado
(considerando-se a diluigdo das amostras e os valores de referéncia para cada
elemento) forem obtidas, todas as amostras que compuserem o pool serdo analisadas
individualmente.

Acredita-se que essas estratégias serao eficientes para identificar possiveis

contaminacgdes e intoxicacdes nos animais avaliados.

| — Amostras coletadas a partir de animais silvestres vivos (estimativa de 125 animais)
Como neste caso a diversidade de animais deve ser maior, serdo analisados sangue
(exposicao recente) e pelos ou penas (exposi¢ao prolongada) de todos os animais. Os
métodos quantitativos (diluigdo para sangue e digestdo acida para pelos/penas, com
posterior analise por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado -
ICP-MS) serao utilizados. As amostras de fezes serdo analisadas para os animais que
ndo tem pelos ou penas (como repteis e anfibios) para complementar a avaliagéo de
uma eventual contaminagcdo desses animais. Neste caso também sera utilizado o
método quantitativo (digestdo acida e analise por ICP-MS). Sera desenvolvido
também um método quantitativo para determinacdo de Hg em matrizes bioldgicas
empregando analisador direto de mercurio (DMA) que sera utilizado para analise de
pelos, penas e fezes de todos os animais silvestres. Nao é tecnicamente recomendada
a utilizagdo de procedimentos de digestao para determinagdo de mercurio, devido a
baixa temperatura de volatilizagao. As outras matrizes disponiveis (como soro, leite e
fezes dos animais com pelos e penas) poderédo ser analisadas para os animais que
apresentarem niveis elevados de algum elemento nas matrizes analisadas
inicialmente. Para essas amostras nado serao utilizados métodos de varredura para

pré-selecdo. Ver Anexo IA.
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Il — Amostras coletadas a partir de animais silvestres e domésticos, post-mortem
(estimativa de 900 carcagas): a principio, as amostras de figado de todos os animais
serao submetidas ao método de screening por fluorescéncia de raios-X por reflexao
total (TXRF). As amostras que apresentarem valores elevados de algum dos
elementos avaliados serdo analisadas pelos métodos quantitativos (ICP-MS e DMA
para Hg). Caso na analise quantitativa do figado se verifique niveis elevados de algum
elemento, as outras matrizes (rim € musculo) também ser&o analisadas. A analise do
conteudo estomacal (CE) é muito utilizada em casos de envenenamento e intoxicagao
aguda, quando muitas vezes é possivel identificar fragmentos do agente toxicante no
CE. Para isso, a coleta tem que ser realizada de forma criteriosa e o registro realizado
na ficha da amostra. Desta forma, a analise do CE sera realizada sempre que
solicitada pela equipe do subprojeto 6 que realizara a necropsia e nestes casos, sera
empregado o método quantitativo que envolvera digestdo acida em micro-ondas e

analise por ICP-MS. Ver Anexo IB

[l — Animais domésticos (estimativa de 11194 animais) — Os animais domésticos sao
divididos em animais de companhia (caes e gatos) e animais de produgao (bovinos,
equinos, suinos, caprinos e ovinos).

[ll.a. Animais de companhia (425, sendo 1/domicilio) - Neste caso, é importante
que as amostras de todos os animais sejam analisadas, pois as fontes de exposicao
podem ser diferentes. As amostras de sangue serdo submetidas ao método
quantitativo (diluicdo e analise por ICP-MS) e as de pelo serdo submetidas ao método
de varredura por TXRF. As amostras de pelo que apresentarem niveis elevados dos
analitos, serdo analisadas pelos métodos quantitativos (ICP-MS e DMA). Ver Anexo
IC.

lll.b. Animais de producdo (10769 animais) — A distribuicdo de animais por

espécie esta apresentada no Quadro 2.

Quadro 2 — Numero de animais de produgao que serao coletados por espécie.

Espécie Numero de animais a serem coletados
Bovinos 8599
Equinos 1346
Suinos 539
Ovinos 14
Total 10769
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As amostras dos animais de produgdo serdo coletadas em diferentes
propriedades, sendo que o numero de animais/propriedade depende do tamanho do
rebanho. Considerando a inviabilidade de analisar todas as amostras (por limitagdes
de tempo, custo e equipamentos) e que animais de mesma espécie e mesma
propriedade devem estar sujeitos as mesmas fontes de exposi¢cdo, sugere-se
inicialmente preparar um pool entre amostras coletadas de uma mesma propriedade.
O pool sera preparado com no maximo 10 amostras (sempre de uma mesma
propriedade), em quantidades iguais. Por exemplo, para compor um poo/ de amostras
de sangue, serdo misturados 100 uL de 10 diferentes amostras (perfazendo 1,0 mL),
que serao homogeneizados em vortex e encaminhados para andlise por ICP-MS. A
mesma estratégia sera utilizada para amostras de pelo, mas nesse caso a mistura
sera feita em massa e ndo volume. Quando a analise do pool indicar concentragdes
relevantes/anormais dos analitos, todas as amostras que compuseram o pool serao
analisadas individualmente. As analises dos pools de sangue serdo realizadas pelo
método quantitativo (diluicdo e analise por ICP-MS) e das amostras de pelo por
extracdo e TXRF (método de varredura). As analises individuais de sangue e pelo

serao realizadas pelos métodos quantitativos (ICP-MS e DMA). Ver Anexo IC.

3.2. Pré-tratamento das amostras

Algumas amostras precisam ser submetidas a pré-tratamentos antes das
analises. Esses procedimentos serdo realizados com uma quantidade de amostra
suficiente para as analises tanto pelos métodos de varredura quanto pelos métodos
quantitativos. As amostras brancas também serdo submetidas aos mesmos
procedimentos.

As amostras de figado, rins e musculo serdo trituradas e homogeneizadas em
Ultra-turrax tube com esferas de vidro (que permite trabalhar com pequenas
quantidades, sem risco de contaminacdo das amostras por partes metélicas
normalmente presentes em outros moinhos). A pasta obtida sera armazenada em
freezer.

As amostras de penas e pelos requerem uma etapa de pré-tratamento para
remover contaminantes exdgenos que podem ficar aderidos a elas e conduzir a
resultados superestimados. Para lavagem dos pelos sera utilizado um procedimento
padronizado recomendado pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA) que
utiliza acetona e agua (IAEA, 1978). As amostras de pena também serao lavadas com
agua e acetona, de acordo com procedimento descrito por J. Burger et al., 1993. Apds

a etapa de lavagem as amostras seréo secas em capela de fluxo laminar.
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As amostras de pelos e penas também precisam ser cominuidas para os
métodos de varredura e quantitativo. Nesse sentido sera avaliada a viabilidade de
moagem utilizando o moinho criogénico disponivel no CRA. Acessérios serdo
adquiridos para possibilitar um aumento da frequéncia analitica, pois o sistema (tubo e
barra magnética) tem que ser descontaminado entre uma amostra e outra.

As amostras de fezes poderdo ser homogeneizadas manualmente com
espatulas de plastico ou no Ultra-turrax, dependendo do tipo de animal, aspecto,
consisténcia e quantidade de amostra disponivel.

As amostras de sangue, soro e leite serdo analisadas apds homogeneizagao

em vortex.

3.3. Métodos de Screening

Como ja mencionado, os métodos de screening devem ser mais rapidos que os
meétodos quantitativos e s&o utilizados quando se tem um grande numero de amostras,
sem informagdes prévias da presenga ou nao dos analitos. Neste projeto esses
métodos serdo utilizados para amostras que requerem digestdo acida em forno de
micro-ondas, que € a etapa limitante do processo analitico, em termos de tempo e
também de custos. Assim, foram propostos métodos de screening para as amostras

de figado, penas e pelos.

3.3.1. Amostras de Figado

O método de varredura para amostras de figado sera baseado na extragao em
meio acido ou alcalino, e analise por TXRF. Para otimizagdo do método, a amostra
branca sera triturada e homogeneizada em Ultra-turrax tube e fortificada com
concentracao conhecida dos analitos, novamente homogeneizada e armazenada a -20
°C. Uma pequena massa (entre 50 e 100 mg) sera pesada em microtubos de 2,0 mL
nos quais sera adicionado um pequeno volume (de 100 a 500 pyL) de HNO; 65% ou de
hidroxido de tetrametilaménio (TMAH). A mistura sera homogeneizada em vortex e
entdo serdo adicionados agua ultrapura e o padréo interno. Apés homogeneizacao,
uma aliquota do extrato sera depositada nos discos de quartzo, que serdo secos em
estufa e analisados por TXRF. Algumas condi¢des serdo otimizadas empregando
planejamento de experimentos: massa de amostra, volume e concentragdo de TMAH
ou HNOQO;, tipo e concentragao do padrao interno. A melhor condi¢do sera validada de

acordo com o descrito no item 3.4.1.
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3.3.2. Amostras de pelo e penas

O método de varredura para pelos e penas sera baseado na extragdo acida ou
alcalina usando HNO; ou TMAH e analise por TXRF. Para otimizagdo, amostras
brancas lavadas e moidas de acordo com os procedimentos descritos no item 3.2
serao fortificadas com concentragdes conhecidas dos elementos de interesse. Apds a
fortificagdo, as amostras serdo secas e utilizadas para a otimizagdo do método. As
variaveis avaliadas serdo: massa de amostra, volume e concentracdo de TMAH e
HNO,, tempo de contato, tipo e concentragdo do padrao interno. Planejamento de
experimentos também sera utilizado visando diminuir o nimero de experimentos e
tempo necessario para a otimizagdo. A melhor condigdo sera validada (item 3.5.1) e
aplicada para a analise das amostras coletadas de animais da regido impactada, de

acordo com o descrito anteriormente.

3.4. Métodos quantitativos

3.4.1 Sangue

O método quantitativo para sangue sera baseado no guia de preparo para
amostras clinicas para analise por ICP-MS (Agilent, 2020). Por ser um método
relativamente simples, optou-se por realizar diretamente o0 método quantitativo, sem
utilizar a estratégia de selecionar as amostras por um método de varredura. O método
consiste em diluir as amostras (fator de diluicdo de 10 vezes) com uma solugao
aquosa contento 4% de butanol, 0,01% de EDTA, 0,01% de Triton X-100 e 1% de
TMAH, adicionando também o padrao interno. Apds a diluigdo e homogeneizagao, a
amostra pode ser analisada diretamente por ICP-MS. O método sera validado de
acordo com o procedimento descrito no item 3.5.2, utilizando amostras brancas de

sangue bovino e o MRC de sangue bovino (ERM - CE196).

3.4.2 — Figado, rins, musculo, penas, pelos, leite e fezes

O método quantitativo para as essas matrizes sera baseado na digestao acida
assistida por radiagdo micro-ondas e posterior analise por ICP-MS. Para isso seréo
adquiridos pelo projeto dois rotores com 40 frascos de 25,0 mL que sdo compativeis
com o forno de micro-ondas disponivel do CRA (Micro-ondas MARS in touch 6+ -
CEM). Esse rotor apresenta boa frequéncia analitica (40 amostras/rodada) e permite
digerir pequenas massas de amostra (em torno de 100 mg), consequentemente

reduzindo o volume de acido nitrico necessario para a digestdo (1,0 a 2,0 mL). Para
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analises por ICP-MS, os digeridos nao devem ter acidez elevada, para ndo danificar o
equipamento, sendo necessario muitas vezes aplicar um alto fator de diluicdo para
adequar a acidez da amostra. Esse rotor permitira trabalhar com uma diluigdo menor
do que seria necessario nos rotores disponiveis no CRA, que tém frascos de 100,0 mL
€ sdo mais indicados para massas e volumes de acido maiores. Diluicbes menores
resultam em limites de quantificagdo do método mais baixos, 0 que é desejavel para
determinagdo de elementos trago em materiais bioldgicos.

Inicialmente o método sera desenvolvido para figado, sendo otimizados os
parametros: volume de acido e o programa de aquecimento (tempo e temperatura de
digestao). Apds a otimizagao o método sera validado de acordo com o descrito no item
3.5.2. Para as matrizes de rim e musculo sera avaliada a possibilidade de se realizar
uma extensado de escopo do método desenvolvido e validado para figado, de acordo
com o estabelecido pela Guia de Garantia da Qualidade do MAPA (MAPA, 2011).
Caso os parametros de validagdo para rim e musculo ndo atendam aos critérios de
aceitabilidade, o método de digestdo sera ajustado para essas amostras e o método
sera completamente validado.

Métodos de digestdo acida e analise por ICP-MS também ser&o otimizados e
validados para leite e fezes separadamente, por se tratarem de amostras com
composigdes distintas.

Pretende-se desenvolver e validar um unico método de digestdo que possa ser
utilizado para andlise de penas e pelos, considerando que sdo amostras com

composi¢ao quimica semelhante.

3.4.3. Método de analise direta para determinagao de Hg

Os procedimentos de digestao acida nao sao indicados para determinagcao de
Hg, pois a baixa temperatura de volatilidade deste elemento pode resultar em perdas e
valores subestimados. Como o CRA dispde de um DMA, serd desenvolvido um
método quantitativo para Hg empregando essa técnica, que permite analise direta de
amostras sélidas, pastosas e liquidas. Para isso, serdo otimizados: massa da amostra,
o tempo e a temperatura da etapa de secagem da amostra, tempo e temperatura da
etapa de pirélise da amostra. A vantagem do uso desta técnica sera a possibilidade de
otimizacdo desses parametros para utilizagdo em todas as matrizes a serem
estudadas, o que ndo é, geralmente, possivel com outras técnicas. Vale destacar
ainda que o instrumento analitico DMA-80 apresenta diversas vantagens como, menor
utilizagcdo de reagentes para digestdo das amostras e geracédo de residuos; possui

baixos limites de deteccéo e quantificagao, dentre outras.
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A calibragdo do equipamento é realizada partindo de solugédo padrao de 1000
mg L' de Hg*. Dessa, duas outras solugdes sdo preparadas: 10 e 100 ug L™
Volumes apropriados desses padrées sao inseridos no DMA-80, obtendo uma
concentracao absoluta em ng. A curva analitica, portanto, é construida em faixa de

menor concentracao, concentracao intermediaria e concentracao alta.

3.5. Validacédo dos métodos

A validagdo dos métodos visa garantir a qualidade metrolégica dos resultados
analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade. Para isso,
€ importante também que todas as analises sejam realizadas seguindo protocolos do
sistema de gestédo de qualidade (equipamentos e materiais de medigao calibrados por
laboratérios certificados, uso de padrdes de referéncia rastreaveis, controle e registro
continuo de condigbes ambientais e desempenho dos equipamentos, dentre outros).
Para isso foram previstos no orgamento do projeto servigos de calibragdo e
certificacao, servicos de manutencao de equipamentos, além da aquisi¢ao de vidrarias
calibradas, equipamentos de medi¢ao de condigcbes ambientais, padroes de referéncia
rastreaveis, materiais de referéncia certificados, etc. A confiabilidade, comparabilidade
e rastreabilidade de resultados analiticos € importante em diversas situagdes, mas em
casos que envolvam tomadas de decisdo e questdes judiciais, como o presente
projeto, é conditio sine qua non.

Para execucao deste projeto, 0 Manual de Garantia da Qualidade Analitica em
Residuos e Contaminantes de Alimentos, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2011) sera utilizado para a validagdo dos métodos
quantitativos. Para os métodos de varredura, a validagdo sera baseada na Diretiva da
Comunidade Europeia Comission Decision 2002/657/EC (EC, 2010).

3.5.1. Métodos de Varredura

De acordo com a Diretiva da Comunidade Europeia Comission Decision
2002/657/EC a validagdo para os métodos de varredura estabelece os seguintes
critérios (EC, 2010):

1 — seletividade

2 - capacidade de deteccéo

3 — limite de corte

4 - aplicabilidade

5 - robustez
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Para estabelecer os limites de corte, valores considerados normais e abaixo
dos quais nao sera necessario realizar a analise quantitativa, serdo utilizados valores
de referéncia como os reportados pelo Atlantic Veterinary College da Universidade de

Prince, Canada (ANEXO II) e de outros trabalhos cientificos disponiveis na literatura.

3.5.2. Métodos Quantitativos
Os parametros a serem calculados durante o processo de validagdo dos
meétodos quantitativos de sangue, figado, leite e penas/pelos sdo (MAPA, 2011):
1. Linearidade;
. Seletividade e Efeito de Matriz;
. Limite de deteccao;
. Limite de quantificacao;
. Precisao (repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial);
. Recuperacao/veracidade;

. Robustez;

o N OO O B~ WODN

. Incerteza de Medicgao.

As otimizacbes e validagdes iniciais serdo sempre realizadas com a matriz
mais abundante (maior numero de animais coletados ou maior numero de analises
requeridas). Por exemplo, para sangue serao utilizadas as amostras de bovinos. Apés
a validagao, sera realizada a extensao de escopo para o sangue de outros animais e
para soro. A extensado de escopo também sera realizada para rins € musculo, a partir
do método desenvolvido e validado para figado. Para a inclusdo de novas matrizes em
procedimentos analiticos validados serdo avaliados os parametros: seletividade/efeito
de matriz, veracidade/recuperacéao e repetitividade, como preconizado pelo manual do
MAPA (MAPA, 2011)

3.6. Analise das amostras da regiao impactada

Apos o desenvolvimento e validacdo dos métodos, as amostras
disponibilizadas pelo CTC seréo analisadas de acordo com as estratégias descritas no
item 3.2.

Vale ressaltar que todas as analises serdo realizadas dentro dos requisitos do

Sistema de Qualidade previstos pela ISO 17025.

3.7. Tratamento estatistico dos dados
Todo o tratamento dos dados da validagéo (curvas de calibragéo, preciséao,

veracidade, calculo de incertezas, etc) sera realizado no Excel. O tratamento dos
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dados das amostras analisadas sera realizado nos softwares dos equipamentos
utilizados (TXRF e ICP-MS) e também no Excel. Correlagbes de Pearson também
serdo avaliadas buscando estabelecer correlacbes entre os metais e metaldides
encontrados nas diferentes matrizes.

Considerando o grande numero de amostras e possivelmente de analitos é
importante utilizar estratégias adicionais para interpretacdo dos dados. Assim, além do
tratamento estatistico convencional, serdo utilizadas algumas ferramentas
quimiométricas exploratérias visando avaliar principalmente a similaridade entre
amostras e a correlacdo entre variaveis. Dentre essas ferramentas destaca-se a
Andlise por Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos
(HCA).

As analises dos graficos obtidos (escores e pesos para PCA e dendogramas
para HCA) permitirdo estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra, assim
como avaliar e correlacionar as amostras, em funcdo do tipo de animal, local de
amostragem, etc. O tratamento de dados sera feito empregando o software Matlab
(MathWorks, Natick, EUA) e o pacote PLS toolbox (Eigenvectors Research Inc.,
Manson, EUA).

4. PRODUTOS

Todos os dados produzidos no escopo do projeto observarao as especificagbes
técnicas para a producgéo e entrega de documentos para publicagdo que constam no

Anexo lll desta chamada.

a) Relatério do desenvolvimento e validagdo dos ensaios de deteccdo e

quantificagdo de metais e metaloides para cada analito e matriz biolégica analisada.

b) Relatério técnico descrevendo a deteccdo e concentracdo de metais e
metaloides nos espécimens bioldgicos de animais silvestres e domésticos analisados.
Esse sera consubstanciado e descrevera se o0s niveis de metais e metaloides
encontrados estdo acima do normal e conferem risco aos animais € as pessoas que

fizerem a ingestao dos produtos de origem animal (leite, carne etc.), oriundos desses.

¢) Relatério com discussado consubstanciada apresentando a comparagao das
concentragoes obtidas nas amostras coletadas de animais da regido impactada com
tabelas de referéncia (como da Atlantic Veterinary College da Universidade de Prince,

Canada e de outros trabalhos cientificos); e correlagdo entre as concentragbes dos
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metais e metaloides nas matrizes biolégicas e outras matrizes ambientais da regiao
em estudo, que ja tenham sido divulgadas por outros subprojetos (agua, solo, material

particulado, etc).

d) Relatério com os resultados consolidados para a equipe do CTC e as partes
interessadas, em linguagem de texto e/ou de imagem, e/ou som adequada a publicos

nao especializados.

5. CRONOGRAMA

Atividades Meses

Aquisicao de materiais X [ X

Treinamento da  equipe nos | X

equipamentos do CRA

Reunides com supervisor, equipes | X X X X X X
de coleta e equipe do CRA?
Pré-tratamento das amostras de | X | X [ X | X | X [ X [ X|X|X|X | X

penas, pelos, figado, musculos e

rins

Desenvolvimento e validagdo do X | X

meétodo quantitativo para sangue

Desenvolvimento e validagdo do X | X

método de varredura para figado

Desenvolvimento e validagdo do X | X
método de varredura para pelos e

penas

Desenvolvimento e validagdo do X | X
método quantitativos para figado,

rins e musculo

Desenvolvimento e validagdo do X | X
método quantitativo para pelos e

penas

Desenvolvimento e validagdo dos X[ XX

métodos quantitativos para leite e
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fezes

Andlise das amostras de animais X | X | X

silvestres vivos

Andlise das amostras post-mortem X X X XX | X

de animais domésticos e silvestres

Analise das amostras de animais X | X
domésticos de companhia (caes e

gatos)

Anadlise das amostras de animais X[ X | X[ X|X|X [X

domeésticos de produgao

Elaboracdo de relatérios de X[ X |X|X

validacao

Elaboragcdo e entrega de relatdrios X X X

técnicos consubstanciados

Elaboracdo de relatério com X X X

resultados consolidados

@ Essas reunides visam ajustar detalhes que garantam a execugdo do projeto, como
obtencao de informagdes sobre as amostras, organizagdo para uso compartilhado da
infraestrutura do CRA-UFMG; atendimento aos requisitos do Sistema de Gestdo de

Qualidade, etc.

6 - EQUIPE

Para execugado da proposta, a equipe sera formada por 5 professores, 2 poés-
doutores, 4 alunos de doutorado, 2 alunos de mestrado e 3 alunos de iniciagao
cientifica. O projeto envolve o desenvolvimento e validagdo de varios métodos
(varredura e quantitativo para diferentes matrizes) e posteriormente a analise de um
grande numero de amostras, como descrito na metodologia. Para execucédo deste
projeto em 12 meses, muitos métodos terdo que ser desenvolvidos e aplicados

simultaneamente e para isso propde-se a formagao de 4 grupos:

1o - Desenvolvimento, validagao e aplicacdo do método quantitativo para analise

das amostras de sangue e soro

Thiago Marques Linhares (pés-doc), Igor Forattini P. C. Noronha (doutorado),
bolsista a definir (IC)

2° — Desenvolvimento, validagao e aplicacdo do método de varredura e quantitativo

para analise de amostras de pelo e penas
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Ana Beatriz Santos da Silva (pdés-doc), Cassiano Lino dos Santos Costa

(doutorado) e Amanda Cristina Soares Coelho (mestrado)

3° Desenvolvimento, validac&o e aplicacdo do método quantitativo para analise de

figado, rins e musculo

Thiago Marques Linhares (pés-doc), Guilhermina de Oliveira Souza

(mestrado), Giovani Duarte Lanza (IC)

40 — Desenvolvimento, validagéo e aplicagcao do método de varredura para analise

de amostras de figado e quantitativo para amostras de leite

Ana Beatriz Santos da Silva (pés-doc), bolsista de doutorado (a definir) e

Gustavo Gonzaga Monteiro Elyseu (IC)

Além dos grupos acima, a equipe contara com uma bolsista (Ana Gabriella
Carvalho Miguita) para auxiliar no tratamento quimiométrico dos dados gerados por

todos os grupos.

O acompanhamento rotineiro do trabalho das equipes sera realizado
principalmente pela coordenadora (Profa. Clésia Nascentes) e pelo Prof. Guilherme
Dias Rodrigues. O Prof. Marcelo Martins de Sena ficara responsavel pelo tratamento
quimiométrico dos dados e acompanhara as atividades da bolsista Ana Gabriella
Miguita. A Profa. Elionai Gomes ficara responsavel por produzir informagoes/
conteudos sobre o Subprojeto que serao publicadas no site da Plataforma Brumadinho
e auxiliar na elaboracao dos relatérios parciais e finais. A Profa. Maria José vai auxiliar

na discussao dos resultados sob o ponto de visto toxicologico

Os planos de trabalho dos bolsistas (ANEXO 1) detalha as atividades que seréo

realizadas por cada um.

Nome Nivel Atividades CHS
Profa. Clésia Cristina Pesquisadora Coordenar compras, 7
Nascentes (Coordenadora) | contratagao de servigos
http://lattes.cnpq.br/035432337 de terceiros, treinamento
2008275 da equipe,

Departamento de Quimica - acompanhamento das

UFMG atividades de

desenvolvimento e
validacdo de métodos e
analises das amostras,
orientacao dos alunos,
elaboracéao de relatérios,
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receber demandas
externas
Prof. Guilherme Dias Rodrigues | Pesquisador Acompanhamento das 6
http:/lattes.cnpg.br/822660985 atividades de
5788662 desenvolvimento e
Departamento de Quimica - validacdo de métodos e
UFMG analises das amostras,
orientacao dos alunos,
Prof. Marcelo Martins de Sena Pesquisador Acompanhamento e 4
http:/lattes.cnpg.br/705063869 orientacdo da estudante
7696950 responsavel pelo
Departamento de Quimica - tratamento
UFMG quimiométrico dos dados
Profa. Elionai Cassiana de Lima | Pesquisadora Produgao de 4
Gomes informacdes/ contetdos
http:/lattes.cnpq.br/276584536 sobre o Subprojeto que
1461091 serao publicadas no site
Departamento de Quimica - da Plataforma
UFMG Brumadinho, conferéncia
de planilhas de dados,
elaboracao de relatérios
Profa. Maria José Nunes de Pesquisadora Avaliacao e discusséao 2
Paiva dos resultados obtidos
http:/lattes.cnpq.br/322012164 considerando aspectos
9467009 toxicologicos
Departamento de Analises
Toxicolégicas — Faculdade de
Farmacia-UFMG
Dr. Thiago Linhares Marques® P&s-doc junior Desenvolvimento, 40
http:/lattes.cnpg.br/020754803 validacao e aplicagao do
2522769 método quantitativo para
analise das amostras de
sangue, figado, rins e
musculo
MSc. Ana Beatriz Santos da Pd6s-doc junior Desenvolvimento, 40
Silva®? validagao e aplicagédo do
http://lattes.cnpg.br/581616118 metodo  de varredura
3502861 para flgadq e .penas/pelo
- e quantitativo para
andlise de amostras de
pelo/penas e leite
MSc. Igor Forattini Prates Doutorado Desenvolvimento, 20
Carvalhais Noronha validacao e aplicagéo do
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http://lattes.cnpq.br/601420081 método quantitativo para
6202529 analise das amostras de
sangue e soro
MSc. Cassiano Lino Santos Doutorado Desenvolvimento, 15
Costa validacdo e aplicacdo do
http://lattes.cnpg.br/238906414 metodo de varredura e
3962142 quantitativo para analise
- de amostras de pelo e
penas
MSc. Ana Gabriella Carvalho Doutorado Tratamento dos dados 15
Miguita gerados por todos os
http:/lattes.cnpq.br/023899276 grupos, utilizando
4652780 ferramentas
guimiométricas
Bolsista de doutorado Doutorado Desenvolvimento, 20
A definir validacio e aplicacdo do
método de varredura
para analise de amostras
de figado e quantitativo
para amostras de leite e
fezes.
Guilhermina de Oliveira Souza Mestrado Desenvolvimento, 20
http:/lattes.cnpg.br/008678614 validacao e aplicagao do
2093130 método quantitativo para
analise de figado, rins e
musculo
Amanda Cristina Soares Coelho | Mestrado Desenvolvimento, 20
http:/lattes.cnpqg.br/927730333 validacado e aplicacédo do
8235094 método de varredura e
quantitativo para analise
de amostras de pelo e
penas
Giovani Duarte Lanza Iniciagao Desenvolvimento, 20
http:/lattes.cnpq.br/865814274 | Cientifica validacao e aplicagao do
5094993 meétodo quantitativo para
analise de figado, rins e
musculo
Gustavo Gonzaga Monteiro Iniciacao Desenvolvimento, 20
Elyseu Cientifica validacéo e aplicagéo do
http://lattes.cnpg.br/430514518 metodo de varredura
3037884 para analise de amgstras
- de figado e quantitativo
para amostras de leite
Bolsista a definir Iniciagao Desenvolvimento, 20
Cientifica validagao e aplicagédo do
método quantitativo para
24
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analise das amostras de
sangue

@ Os pesquisadores Thiago Linhares Marques e Ana Beatriz Santos da Silva nio
residem atualmente em Belo Horizonte, mas tem disponibilidade para se mudar para a
cidade para se dedicarem integralmente a execug¢ao deste subprojeto.

A pesquisadora Ana Beatriz Soares da Silva esta com defesa de doutorado prevista

para setembro de 2020.

7- ORCAMENTOS

Tabela 7.1. Despesas com recursos humanos

Equipe CHS | Meses | Valor Mensal Valor total
(R$) (R$)
Profa. Clésia Cristina Nascentes 7 12 8.201,75 98.421,02
(Professor Pesquisador)
Prof. Guilherme Dias Rodrigues 6 12 7.030,07 84.360,87
(Professor Pesquisador)
Profa. Elionai C. de Lima Gomes 4 12 4.686,72 56.240,58
(Professor Pesquisador)
Prof. Marcelo Martins de Sena 4 12 4.686,72 56.240,58
(Professor Pesquisador)
Prof. Maria José Nunes de Paiva 2 12 2343,36 28.120,29
(Professor Pesquisador)
Dr. Thiago Linhares Marques 40 12 8.386,75 100.641,00
(P6s doutorando)
MSc. Ana Beatriz Santos da Silva | 40 12 8.386,75 100.641,00
(P6s doutorando)
MSc. Igor Forattini P. C. Noronha 20 12 6.314,74 75.776,88
Bolsista Estudante de Doutorado
MSc. Ana Gabriella C. Miguita 15 12 4.736,06 56.832,66
Bolsista Estudante de Doutorado
MSc. Cassiano L. Santos Costa 15 12 4.736,06 56.832,66
Bolsista Estudante de Doutorado
A definir 20 12 6.314,74 75.776,88
Bolsista Estudante de Doutorado
A definir 20 12 4.420,32 53.043,84
Bolsista Estudante de Mestrado
Amanda C. dos Santos Coelho 20 12 4.420,32 53.043,84
Bolsista Estudante de Mestrado
Giovani Duarte Lanza 20 12 1.458,71 17.504,52
Bolsista Estudante de Graduacéao
Gustavo G. Monteiro Elyseu 20 12 1.458,71 17.504,52
25
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Bolsista Estudante de Graduacéao
A definir 20 12 1.458,71 17.504,52
Bolsista Estudante de Graduacéao
Total 962.545,80

Tabela 7.2 Materiais de consumo necessarios para execug¢ao do projeto

Item Quant. Valor Valor total Descrigao
unitario (R$)
(R$)
Rotor de 2 61.407,50 122.815,00 | Digestao acida de
microondas (CEM) pequenas massas de
com 40 frascos de material biolégico
25 mL de digestao®
Discos de quartzo 3 11.055,00 33.165,00 | Discos para analise de
para TXRF figado, penas e pelos
(pacotes com 25 por TXRF
unid)?
Cassete para 2 3.740,00 7.480,00 Limpeza dos discos de
limpeza dos discos quartzo utlizados no
de quartzo® TXRF
Tocha de quartzo 2 5.626,50 11.253,00 | Tocha utilizada no
com 1,5 mm di equipamento durante a
para introducao de analise de amostras de
organicos no ICP- sangue diluidas em
MS,2P butanol.
Tocha de quartzo 2 3.261,50 6.523,00 Tocha utilizada no
com 2,5 mm di equipamento durante
para ICP-MS 2° analise de amostras
digeridas
Nebulizador 2 8.393,00 16.786,00 | Introducdo de amostras
MiraMist ®° com alto teor de solidos
dissolvidos no ICP-MS
Nebulizador 1 4818,00 4.818,00 Introducdo de amostras
MicroMist *° com baixo teor de
sélidos dissolvidos no
ICP-MS
Camara de 1 3.256,00 3.256,00 Sistema de introducgao
nebulizagdo duplo- de amostras no ICP-MS
passo em quartzo
para ICP-MS ?°
Bonet de quartzoa’b 1 1.732,50 1.732,50 Protecdo do tubo de
quartzo no ICP-MS
Conector de 1 885,50 885,50 Conexdao do nebulizador
quartzo para com tubo de quartzo no
tocha®" ICP-MS
Cone de 2 3.784,00 7.568,00 Peca de reposi¢cdo para
amostragem para ICP-MS
ICP-MS *°
Skimmer para ICP- 1 3.685,00 3.685,00 | Peca de reposicao para
MS P ICP-MS
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Anilhas de grafite 2 444 50 889,00 Peca de reposicao para
para ICP-MS ?° ICP-MS
Solugéo de Tuning 1 1.826,00 1.826,00 Ajuste dos parametros
(500 mL) para ICP- do ICP-MS
MSa,b
Solugao de 1 4.724,50 4.724,50 Checagem de
verificagao de desempenho do ICP-MS
calibragdo ®°
Frascos para 2 1.633,50 3.267,00 Porta amostras para
amostrador analises usando (o)
automatico *° amostrador automatico
Tubos de 2 649,00 1.298,00 Tubos para conexao
bombeamento entre o amostrador
amostrador automatico e o sistema
automatico *° de nebulizacdo do ICP-
MS
Liquido 2 1.468,50 2.937,00 Manutencao do Chiller
refrigerador para
Chiller @
Filtro Chiller ®° 2 319,38 638,77 Manutencao do Chiller
Filtro para limpeza 2 4.064,50 8.129,00 Remocido de umidade e
do gas®” oxigénio do gas argbnio
Oleo para bomba 4 259,00 1,036,00 Manutencdo da bomba
de vacuo do ICP- de vacuo do ICP-MS
MSP
Solucgdes de | Diversos 24.500,00 | Preparo de curvas de
referéncia para calibragdo para ICP-MS,
ICP-MS e TXRF solucbes de padroes
(mono e internos para TXRF,
multielementares) estudos de adicdo e
recuperagao
Reagentes para | Diversos 65.000,00 | Reagentes acidos,
preparo das alcalinos, solventes,
amostras e limpeza surfactantes e  sais
de materiais (todos de alta pureza)
que serdo utilizados no
preparo de todas as
amostras de material
biolégico e na limpeza
dos frascos e vidrarias
utilizados na
manipulacao das
amostras.
Baldes Diversos 25.000,00 | Vidraria calibrada para
volumeétricos, preparacido de amostras
pipetas e provetas e curvas analiticas, de
calibrados com acordo com a ISO 17025
certificado da RBC
Frascos de 2 2.800,00 5.600,00 Preparo de solugdo e
centrifuga Corning acondicionamento  das
de 15 mL amostras para leitura
Dispensadores de 4 2.500,00 10.000,00 | Manipulagdo de HNO3
acido para frascos com maior segurancga
Micropipetas de 8 1.500,00 12.000,00 | Preparo de solugdes,
27
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volumes variados diluicdo de amostras

Frascos com bolas 2 3.500,00 7.000,00 Moagem das amostras

de vidro para o de figado, rins e musculo

Ultra-Turrax

(pacotes com 25)

Acessorios para 1 7.000,00 7.000,00 Moagem das amostras

moinho criogénico de penas e pelos

(kit)

Consumiveis para | Diversos 35.000,00 | Analises de Hg por DMA

DMA nos materiais biologicos.

Gases para ICP- | Diversos 60.000,00 | Gases para adequado

MS (argbnio, hélio) funcionamento do ICP-
MS

Colunas para 3 2.500,00 7.500,00 Obtencao de agua

purificador de agua ultrapura para prepare

(ELGA) de solucbes e amostras

EPI's diversos 10.000,00 | Protecéao para 0s

(luvas, 6culos, | Diversos membros da equipe, na

jalecos, tocas, manipulacao de produtos

mascaras) quimicos e amostras
biolégicas.

Luva criogénia 2 2.500,00 5.000,00 Protecdo durante a

(par) manipulagao de
nitrogénio liquido

Ponteiras para 20 120,00 2400,00 Tomada de aliquotas de

micropipetas solugdes e amostras

(pacote)

Vidrarias comuns | Diversos 10.000,00 | Béqueres, erlenmeyers,

de laboratério vidro de relogio,
termdmetros, espatulas,
etc para manuseio de
amostras e solugoes.

Microtubos de | Diversos 4.000,00 Manipulagao e

volumes variados e armazenamento de

frascos para amostras e de digeridos.

armazenar

amostras

Materiais de | Diversos 30.000,00 | Material para verificagao

referéncia de veracidade dos

certificados de métodos desenvolvidos

sangue bovino,

figado bovino, rim

suino,

Bombonas para | Diversos 3.000,00 Acondicionamento

descarte de correto de  residuos

residuos quimicos e bioldgicos

(diferentes para descarte

tamanhos)

Material de | Diversos 2.000,00 Organizagéo de

escritorio documentos,

(folhas, pastas, organizagao laboratorial,

etiquetas, elaboracao de relatérios,

marcadores para etc.

vidro, toner, etc)
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Frascos plasticos | Diversos 5.000,00 | Armazenamento de
para armazenar solugdes, frascos
solucdes, pissetas, lavadores, etc.
caixas plasticas
para preparo de
banhos acidos
parafiim, escovas
de limpeza, fitas de
pH, etc
Materiais para | Diversos 8.000,00 | Termémetros, pesos
adequacéo do para balancas,
laboratério as termohigrometros,
normas do Sistema materiais para
de Gestdo de identificagcao e
Qualidade (17025) organizacgao, etc.
TOTAL

581.676,27

®Materiais para importagao direta, valores em reais com a conversdo pela cotagdo media dos
ultimos dias (1 US$ = R$ 5,50)
® Justificativa para compra de acessérios para o ICP-MS: O equipamento é novo e possui
parte dos periféricos. Entretanto, estdo sendo solicitados tochas e nebulizadores
especificos para analise de sangue apés diluicao e acessorios para reposicao, que

sdo extremamente importantes.

O ICP-MS é o coragao do projeto e temos que

garantir seu perfeito funcionamento durante toda a execugdo da proposta. Esses
acessorios sofrem desgaste e precisam ser trocados periodicamente, principalmente
em condi¢cdes de uso intenso do equipamento, como ocorrera nesse subprojeto.
Como serd um equipamento de uso compartiihado, caso o CRA possua outros
recursos para reposicao de pegas ou ainda se a aquisicao desses mesmos acessorios
foi prevista em outros subprojetos, pode-se reavaliar os itens solicitados.

Obs: Alguns dos materiais solicitados tem durabilidade maior do que o prazo de execugao
desta proposta e poderé&o ser uteis em outros projetos.

Tabela 7.3 Materiais permanentes solicitados para execugao do projeto

Item Quant. Valor Valor Descrigao
unitario | total (R$)
(R$)
Refrigerador de 1 10.000,00 | 10.000,00 | Armazenamento de
laboratério ( ~300 L) solugdes de referencia,
materiais de referencia
certificados e amostras
digeridas
Ultra-turrax tube drive 1 17.240,00 | 17.240,00 | Moagem das amostras de
figado, rim e musculo
Estufa de 1 3.500,00 3.500,00 Secagem de vidraria e
aquecimento amostras depositadas nos
discos de quartzo para
analise por TXRF
Agitadores Vortex 3 1.500,00 4.500,00 Homogeneizagao das
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amostras de sangue, de
extratos das amostras
solidas e solugcbes em

geral.
Chapa de 2 2.000,00 4.000,00 | Agquecimento e preparo de
aquecimento com solugdes, limpeza dos
agitacao discos de quarzto para
TXREF, etc.
Container para N2 1 6.000,00 6.000,00 Transportar nitrogénio
liquido liquido para o moinho
criogénico
Microcomputador 1 6.000,00 6.000,00 Tratamento de dados,
com monitor LCD, elaboracéao de relatérios
teclado e mouse
Dessecador dry box 2 7.000,00 14.000,00 | Armazenamento de MRC,

de reagentes
higroscopicos, etc.
Destilador de agua 1 15.000,00 | 15.000,00 Producgao de agua
destilada para limpeza de
vidrarias e outros materiais

TOTAL 80.240,00

Justificativa para aquisicdo de materiais permanentes:

Refrigerador — Apesar de o CRA dispor de refrigeradores e freezers, eles serdo
utilizados para o armazenamento das amostras brutas. A geladeira requerida sera
utilizada para armazenar as solugdes de referéncia dos metais e metaloides e também
amostras digeridas. Essas solugbes sao acidas e ndao devem ser armazenadas

conjuntamente com amostras brutas, para evitar possiveis riscos de contaminacgao.

Ultra-turrax tube drive — esse equipamento sera utilizado para a trituragdo das
amostras de figado, rins e musculo de forma rapida e sem risco de contaminagao (pois

nao tem partes metalicas). O CRA ainda nao dispbe desse tipo de equipamento.

Estufa de aquecimento — o CRA nao dispde desse equipamento que é fundamental
para a execugao do projeto. A estufa sera utilizada para secagem de materiais,
limpeza de frascos do micro-ondas e secagem dos discos de quartzo contendo

amostras, para analise por TXRF.

Agitadores vortex — o CRA nao dispde desses equipamentos, que seréo utilizados

para homogeneizar amostras liquidas e solugdes.

Chapa de aquecimento — serdo utilizadas para aquecimento de solugcbes visando

solubilizagao e também limpeza de materiais.
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Container para nitrogénio liquido — ainda n&o esta disponivel no CRA e sera utilizado

para transportar N2 liquido para uso no moinho criogénico

Microcomputador — sera utilizado para tratamento de dados, elaboracéo de protocolos,
etiquetas, relatorios e etc. A impressora nao esta sendo solicitada, pois sera adquirida

no projeto de coleta de aguas subterraneas.

Dessecador dry box — ainda nao esta disponivel no CRA e sera utilizado para
armazenar materiais de referéncia certificados que ndo podem ser armazenados em

geladeira e sais higroscépicos.

Destilador de agua — o CRA dispbe de 2 purificadores de agua que produzem agua
ultrapura. Essa agua é utilizada para preparo de solugdes e diluicdo de amostras.
Entretanto, necessitamos também de agua destilada para limpeza de vidrarias e
outros materiais. O grande consumo de agua necessario e o custo da agua ultrapura

inviabilizam sua utilizagao para limpeza.

Tabela 7.4. Despesas com servigos de terceiros e aquisicado de software

Descricao Quantidade | Valor unitario Valor Total
(R$) (R$)
Calibragao/qualificacao de Diversos 45.000,00 45.000,00

equipamentos (balangas,
micropipetas, vidrarias,
termémetros, pHmetros, etc) para
atender aos requisitos de
qualidade (ISO 17025)

Manutencao de equipamentos Diversos 24.000,00 24.000,00
(capelas de fluxo laminar, ar
condicionados, nobreaks,etc)
Licenca MOffice 1 1.000,00 1.000,00
Despesas de importagao (20% 1 48.735,254 48.735,254
do valor dos rotores do micro-
ondas e discos de quartzo e
cassete para o TXRF e
acessorios para o ICP-MS)
Total 118.735,25
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Tabela 7.5. Orcamento consolidado do projeto considerando as taxas

administrativas da UFMG, ICEx, Departamento de Quimica e FUNDEP.

Descrigao Valor (R$)
Material de consumo 581.676,27
Material permanente 80.240,00
Despesas com servicos de terceiro 118.735,25
Bolsas/recursos humanos 962.545,80
Sub-total 1.743.197,32
Taxa UFMG (2%) 39.618,12
Taxa Unidade — ICEX (2%) 39.618,12
Taxa Departamento de Quimica (8%) 158.472,48
Total 1.980.906,04
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ANEXO IA

Animais
Silvestres (125)

!

Métodos
guantitativos

I
v v

Pelos, penas efou fezes
(Digestdo acida e ICP-
M5 ou DMA para Hg)

\/

Se [M] = VR, analisar outras matrizes

sangue
(Diluigdo e ICP-MS)

Anexo |IA — Estratégias adotadas para andlise das amostras biolégicas coletadas de
animais silvestres. [M] = concentracdo dos metais e metaloide; VR — valor de
referéncia
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ANEXO IB

Animais mortos
(900)

Conteudo estomacal:

Métado screening figado Analisado sempre que
(Extracao e TXRF) requerido. Meétodos
guantitatives [digestdo e

ICP-MI5 e DMA para Hg)
{M] < I"Irtl:l!|E [MI > U-:urtl:
Valores .
ST Metodo guantitativo para
o Figado (digestdo e ICP-M5S e
[y H
armazenada S pe il
[M] =VR [M] > VR
Concentragoes Demais matrizes
registradas e analisadas por métodos
amaostra quantitativos [digestdo e
armarenada ICP-MS e DMA para Hg)

Anexo IB — Estratégias adotadas para analise de amostras biolégicas coletadas de
animais mortos. [M] = concentragdo dos metais e metaloide; Ve = valor de corte
estabelecido para o método de screening; VR = valor de referéncia.
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ANEXO IC

Animais
domesticos
(11194)

¥

Animals de
producdo [10769)

v

Animals de
companhia (425)

v

v

sqré::-lun ;:-'I:ltndu: Palas - Método Pood Sangus — Matodos Poogl Pedos - Método
antitathvos j
[DuicEo & ICP-MS & i b (o ::Ma"migﬁm A
iluigdo & ICP- B
DMA para Hg) 2 THRF) }
[m] b l"lr_ﬂ'.l |r"|1] > Il'lllin:l:-: [P] < Illr”,.-h. [PI > U:v:rrlr
Concantragbes Métndos Concentragies Amostras do poal analisadas
registradas e quantitativos para registradas & individualrmente por rmétados
amiosira pelos (digestio e IOF- amastias guantitativod gara sangue &
ArMMATENEda A5 & DNA para Mgl armarenadad pelcs (ICP-M5 0 DMA)
[M] < VR [M] > VA [M] < VR [M] = VR
Concentracies Demals matrizes = Ot vkt et
registradas & analisadas par Concentragoes srallcadas or
arnastra rétadn guantitativa remstratdas e b
i } amastra
armazenarda idigestio g ICP-M5] PR guantitatieos (ICP-M5
e DA

Anexo IC — Estratégias adotadas para analise de amostras biolégicas de animais domésticos. [M] = concentragao de metais e metaloide; V ore

= valor de corte para método de screeening; VR = valor de referéncia
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ANEXO II: Valores referencias dos teores de As, Cu, Pb e Zn em diferentes criagdes domésticas dadas em mg/kg de amostra fresca (AVC/UPEI - Canada, 2020).

R Bovino Equino Ovino Suino
Elemento Valor de Referéncia - - - - - - - -
Figado Rim Sangue Figado Rim Sangue Figado Rim Sangue Figado Rim Sangue
0,004- 0,018- 0,03- 0,01- 0,01- 0,01- a
Normal 0,40 0,40 0.05° <0,4 <0,4 - 0.20 0.30 0.08° 0,003-0,2 0,03-0,1 0,01
0,04-
Arsénio Alto 1-50 1,5-5,0 - 1-5 - - 4-8 1-6 0.50° - - -
Toxico (agudo) 2-15 3,5-38 0,17-6,7° _ 10 1050 1040 5 .14 5°
- > - - - ,0-14, - - -
Toéxico (cronico) 7-100 5-53 -
Deficiente 0,5-10,0 1-5 0'02; <3,5 <4 0,6-0,8°  0,5-4,0 3-4 0’10; 0,3-1,0 2-4 0,1-0,4°
1,00 1,00
) 0,55- 0,40- b
Baixo 5-25 3,0-5,5 1.20° - - - 5-20 4-5 1.00° 4-7 4-7 0,4-1,5
Cobre Normal 25-100 46 0,8-1,5° 4,075 7,393 08520° 25100 4,055 0,70-2,0° 5-25 7-10 1,3-3,0°
Alto 200-550 5-7 2,5-4,0° 11(;%%' 30-50 - 100-500  4-10 1-5° 15-200 12-25  1,7-3,0°
. b 250- b 150- 300- b
Toxico 250-800  10-122 4-11 - - - 1000 18-260  3,3-20 15000 1200 4,5-77
0,01- 0,03- 0,04- 0,03- 0,02-
Normal 0,1-1,0 0,2-2,0 0.20° 0,08-1,40 130 0.25° 0.80 0,1-0,8 0.25° - - -
Chumbo Alto 2-10 3-20 0,3-0,4° 3-5 3-5 0,3-0,6° 5-25 5-100 0,7-0,9° - - -
Téxico (crénico) , 4-50 5-140  0,33-1,4° ,
5-300 5-700 0,35-32 10-100 5-200 1-5 - - -
Toxico (agudo) 10-500 20-200  0,6-2,5°
. b b 0,22- 0,18-
Deficiente <20-40 16-20 0,2-0,4 - - <0,5 20-30 15-30 045" 9,6-25 - 025"
Baixo 25-40 16-20  0,5-0,6° - - 0,5-0,6" - - 0,4-0,8° 25-35 - 0,4-0,8"
Zinco Normal 25-100 18-25 0,8-1,4°  40-125 2050  0,6-1,7° 30-75 20-40 0,8-1,2° 40-90 1530  0,7-1,5°
Alto 300-500  50-140 2-5° 160-500  65-150  1,6-3,5° 100-400  50-1000 4-5° >200 - -
, . b 1300- b 240- b 500- b
Toxico 120-500  130-480 3-15 1900 295-580 1,0-3,5 > 400 1600 30-50 31000 190367 1,428

Observagoes: a — heparenizado e b — soro.
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Projeto Brumadinho UFMG

ATA DA REUNIAO DE JULGAMENTO DOS RECURSOS DA CHAMADA 25/2020 “DETERMINAGAO DE
METAIS E METALOIDES EM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE ANIMAIS SILVESTRES E DOMESTICOS NA
BACIA DO RIO PARAOPEBA” NO DIA 20.07.2020

No dia 20 de julho de 2020, as 16h30, reuniram-se virtualmente os membros do Comité Técnico-
Cientifico do “Projeto Brumadinho-UFMG”, Fabiano Teodoro Lara, Ricardo Machado Ruiz, Adriana
Monteiro da Costa, Carlos Augusto Gomes Leal, Claudia Carvalhinho Windméller, Efigénia Ferreira
e Gustavo Ferreira Simdes e o Secretario Executivo do “Projeto Brumadinho-UFMG”, Tiago Barros
Duarte. Ausente, justificadamente, Claudia Mayorga.

A divulgacdo do resultado preliminar da Chamada 25/2020 ocorreu no dia 9 de julho, tendo sido
informado a professora Clésia Cristina Nascentes a APROVACAO COM AJUSTES de sua proposta. A
proponente ndo interpds recursos contra as recomendac¢des do Comité, enviando novo Subprojeto
com atendimento aos ajustes sugeridos. A proposta foi reexaminada e decidiu-se, por unanimidade,
por sua APROVACAO PARA RECOMENDACAO.

Sendo assim, o Comité Técnico-Cientifico requerera a divulgacdo do RESULTADO FINAL na forma
prevista na Chamada 25/2020. Encerrou-se a reunido as 18h30. Eu, Tiago Barros Duarte, Secretario-
Executivo do Comité Técnico-Cientifico do “Projeto Brumadinho-UFMG” lavrei a presente ata, que
vai assinada por mim e pelos demais. Belo Horizonte, 20 de julho de 2020.

Ricardo Machado Ruiz

Adriana Monteiro da Costa

Carlos Augusto Gomes Leal

Claudia Carvalhinho Windmoller

Gustavo Ferreira Simoes

Fabiano Teodoro Lara

Efigénia Ferreira

Tiago Barros Duarte
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Projeto Brumadinho UFMG

CHAMADA PUBLICA INTERNA INDUZIDA N. 25/2020

DETERMINACAO DE METAIS E METALOIDES EM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE ANIMAIS
SILVESTRES E DOMESTICOS NA BACIA DO RIO PARAOPEBA

Resultado Final

Proponente Unidade Resultado
Clésia Cristina Nascentes Instituto de Ciéncias Exatas da Proposta aprovada
UFMG
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