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RESUMO

BALLOTIN, Leticia Valadares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2019.
Niveis de metais pesados e histopatologias nas branquias de duas espécies de peixes da
Bacia do rio Doce apdés rompimento da barragem em Mariana - MG. Orientadora: Sirlene
Souza Rodrigues Sartori. Coorientadores: Reggiani Vilela Gongalves, Sérgio Luis Pinto
da Matta, Carlos Frankl Sperber, Jener Alexandre Sampaio Zuanon, Reggiani Vilela
Gongalves, Katiane de Oliveira Pinto C. Nogueira, Mariella Bontempo Duca de Freitas e
Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo.

O ecossistema aquatico € o principal receptor de efluentes e residuos oriundos das atividades
antropogénicas, que contribui para o aumento da poluicdo através de diversos compostos
poluentes, principalmente toxicos, como os metais pesados, que podem desencadear diversas
alteragdes fisioldgicas nos organismos aquaticos, como os peixes, comprometendo toda a sua
homeostase. Este trabalho propoe realizar anélises de bioacimulo e histopatologias branquiais
de duas espécimes de peixes, Geophagus brasiliensis (card) e Oreochromis niloticus (tilapia
do Nilo), em duas areas na bacia do rio Doce ap6s o rompimento da barragem de rejeitos em
Mariana-MG. Para as andlises, fragmentos branquiais foram usados para quantificagdo de
metais pesados por espectrofotometria de massa atomica, e processados histologicamente para
avaliar alteracdes teciduais e celulares. Houve presenca de metais pesados em ambas as areas,
com maior acumulo na érea afetada, destacando-se aluminio e ferro. As seguintes alteragdes
histotologicas foram observadas: hiperplasias lamelares e filamentares, hipertrofia,
deformacgdes lamelares e filamentares, encurtamento lamelar, dele¢ao lamelar, fusdes lamelar
e filamentar, elevacdo do epitélio lamelar, aneurismas e congestdo, estando quase todas as
alteragcdes nos animais da area afetada, ressaltando-se as hiperplasias e a deformagdo lamelar
como alteragdes predominantes. O indice de alteragdo histotologica (IAH) indicou
funcionamento normal das branquias, apesar das modificagdes histopatoldgicas presentes, fato
este confirmado pelas medi¢des histométricas, mostrando o aumento do diametro filamentar e
lamelar, e altura do epitélio filamentar. Em relag¢do aos tipos celulares mensurados, as células
mucosas nas branquias da tildpia mostraram diferenca percentual significativa, sendo maior
na area afetada, o que nao ocorreu com o cara. Quanto as células de cloreto, ndo houve
diferenca significativa entre as areas para ambas espécies. Em ambas espécies a maior area da
célula de cloreto e mucosa foi na area afetada. Os resultados indicam que a exposi¢do a metais
pesados causou modificagdes na estrutura branquial, entretanto tais alteragdes nao

comprometeu a funcionalidade do o6rgdo, indicando que respostas adaptativas ou



compensatorias podem ter ocorrido, protegendo o organismo e evitando maiores
complicagdes.
Palavras-chave: Ecotoxicologia. Geophagus brasiliensis. Oreochromis niloticus. Rio Doce.

Rio Piranga.



ABSTRACT

BALLOTIN, Leticia Valadares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2019.
Levels of heavy metals and histopathologies in the two fish species of the rio Doce Basin
after break of the dam in Mariana - MG. Advisor: Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Co-
advisors: Reggiani Vilela Gongalves, Sergio Luis Pinto da Matta, Carlos Frankl Sperber,
Jener Alexandre Sampaio Zuanon, Reggiani Vilela Gongalves, Katiane de Oliveira Pinto C.
Nogueira, Mariella Bontempo Duca de Freitas and Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo.

The aquatic ecosystem is the main recipient of effluents and residues from anthropogenic
activities, which contributes to the increase of pollution through various polluting compounds,
mainly toxic, such as heavy metals, which can trigger various physiological changes in
aquatic organisms, such as fish , compromising all your homeostasis. This work proposes to
carry out bioaccumulation analysis and gill histopathologies of two fish specimens,
Geophagus brasiliensis (yam) and Oreochromis niloticus (Nile tilapia), in two areas in the
Doce River basin after the tailings dam rupture in Mariana-MG. For the analysis, gill
fragments were used for quantification of heavy metals by atomic mass spectrophotometry,
and processed histologically to evaluate tissue and cellular changes. Heavy metals were
present in both areas, with greater accumulation in the affected area, with emphasis on
aluminum and iron. The following histotological changes were observed: lamellar and
filamentary hyperplasia, hypertrophy, lamellar and filamentary deformations, lamellar
shortening, lamellar deletion, lamellar and filamentary fusions, elevation of the lamellar
epithelium, aneurysms and congestion, with almost all changes in animals in the affected area,
emphasizing hyperplasia and lamellar deformation as predominant changes. The
histotological alteration index (AHI) indicated normal functioning of the gills, despite the
histopathological changes present, a fact confirmed by histometric measurements, showing an
increase in the filament and lamellar diameter, and height of the filament epithelium.
Regarding the cell types measured, the mucous cells in the tilapia gills showed a significant
percentage difference, being greater in the affected area, which did not occur with the yam.
As for the chloride cells, there was no significant difference between areas for both species. In
both species the largest area of the chloride and mucous cell was in the affected area. The
results indicate that exposure to heavy metals caused changes in the branchial structure,
however such changes did not compromise the organ's functionality, indicating that adaptive
or compensatory responses may have occurred, protecting the organism and preventing

further complications



Keywords: Ecotoxicology. Geophagus brasiliensis. Oreochromis niloticus. Doce River.

Piranga River.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Localiza¢do Geografica da Bacia do rio Doce, Fonte: ANA, 2016..................... 18
Figura 2: Producao dos principais minérios na Bacia do rio Doce, Fonte: ANA, 2016...... 20
Figura 3: Producao estimada de sedimentos na Bacia do rio Doce. Fonte: ANA, 2016..... 20

Figura 4. Exemplar de (Geophagus brasiliensis) e tilapia (Oreochromis niloticus),
respectivamente. Fonte: NUNES, 2012........ccciiiiiiiiiiieieteeeeee e 23

CAPITULO:

Figura 1. Locais de coleta. A. Area ndo afetada (em Ponte Nova-MG) e B. Area afetada
(em Santa Cruz do Escavaldo-MG)........ccccueieiieiiiiiiiiiecieeee et 49

Figura 2. Concentracdo de metais pesados nas branquias de card e tildpia coletados em
area nao afetada (NAFC e NAFT, respectivamente) e area afetada (AFC e AFT,
TESPECTIVAINIEIIER)...euteeutieeiiieeiieeteestteesteeseteeateesteeenseeesseenaeesnseensaesnseenseeanseenseesnseenseesnseenseennsesnns 54

Figura 3. Fotomicrografias de sec¢oes histoldgicas evidenciando as alteragdes branquiais
encontradas no card Geophagus brasiliensis, coletado em éarea ndo afetada (A,.B e C) e
afetada (D, E e F) pelo rompimento da barragem de Mariana-MG. Coloracao azul de
toluidina. A): Demostrando estrutura branquial normal, F: filamento e L: lamela. DLA:
deformacao lamelar, DF: deformagdao filamentar, HF: hiperplasia filamentar, HL:
hiperplasia lamelar, EL: encurtamento lamelar, DLT: destruicdo lamelar total, FF: fusdo
FLLAMEIIEAT. ...ttt ettt st et e s bt et esat e et esbbeebeesareens 55

Figura 4. Fotomicrografias de sec¢des histoldgicas evidenciando as alteragdes branquiais
encontradas na tilapia Oreochromis niloticus, coletado em area ndo afetada (A,.B e C) e
afetada (D, E e F) pelo rompimento da barragem de Mariana-MG. Colora¢ao azul de
toluidina. A): Demostrando estrutura branquial normal, F: filamento e L: lamela. CO:
congestao, DLA: deformagdao lamelar, DF: deformacao filamentar, HF: hiperplasia
filamentar, HL: hiperplasia lamelar, EL: encurtamento lamelar, NA: aneurisma, DLT:
destruicao lamelar total............ccooviiiiiiiiii e 56

Figura 5. Fotomicrografias de sec¢des histoldgicas evidenciando as células mucosas
(setas) de carda Geophagus brasiliensis (A-area ndo afetada; B=Area afetada) e em tilapia
Oreochromis niloticus (C-area afetada; D=Area afetada), Coloragdo: PAS+AB.................. 57

Figura 6. Fotomicrografias de sec¢des histologicas evidenciando as células de cloreto
(circulos) em cara Geophagus brasiliensis (A-area ndo afetada; B=Area afetada) e em
tilapia Oreochromis niloticus (C-area afetada; D=Area afetada), Colora¢do: azul de
170] 10T 16 11 T OO OO 57



Figura 7. Percentual de células mucosas e células de cloreto nas branquias de card e
tilapia, coletados em area nao afetada (NAFC/NAFT) e area afetada (AFC/AFT) pelo
rompimento da barragem Mariana-MG. Dados expressos em média + erro-padrdo. Nao
houve diferenca significativa pelo test t ao nivel de 5% de significancia.............cccceevueennee. 59

Figura 8. Percentual de células de cloreto e mucosas nas branquias de card e tilapia,
respectivamente, coletados em 4rea ndo afetada (NAFC/NAFT) e area afetada
(AFC/AFT) pelo rompimento da barragem Mariana-MG. Dados expressos em média +
erro-padrao. Nao houve diferenga significativa pelo test t ao nivel de 5% de significancia.. 60

Figura 9. Dados histométricos do cara nas branquias de card coletados em area nao
afetada (NAFC) e area afetada (AFC) pelo rompimento da barragem de rejeitos de
mineracdo em Mariana-MG. Dados em médias + erro padrdo. *Indica diferenca
significativa pelo test t ao nivel de 5% de significAncia..........cooceeveiiiiieiieniieiiieeecee 61

Figura 10. Dados histométricos de células mucosas nas branquias de cara coletados em
area nao afetada (NAFC) e area afetada (AFC) pelo rompimento da barragem de rejeitos
de mineragdo em Mariana-MG. Dados em médias + erro padrdo. *Indica diferenca
significativa pelo test t ao nivel de 5% de significancia..........ccoceevieriiiiiieniiinieeeecee 62



LISTA DE TABELAS

CAPITULO:

Tabela 1. Classificacdo das alteragdes histopatologicas das branquias e dos estagios de
acordo com POLEKSIX ¢ MITROVIC-TUTUNDZIC (1994) ....cccveeviieiiieeieeeee e, 51

Tabela 2. Comprimento total e peso de card e tilapia coletados em éarea ndo afetada
(NAFC e NAFT, respectivamente) e area afetada (AFC e AFT, respectivamente) pelo
rompimento da barragem de Mariana - MG.........cccoocvieiiieiiieiiieiiieieciceee e 52



1.
2.

3.

4.
NIVEIS DE METAIS PESADOS E HISTOPATOLOGIA EM BRANQUIAS DE DUAS

SUMARIO

INTRODUGAQ GERAL ..ccuveeeereeeeresesnesesesnsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 15
REVISAO DE LITERATURAL.....cooovrreenereresnesesnssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessesens 17
2.1 A Bacia do rio Doce, rio Doce € a extracao de minério ...........ccceeeeeecvvereeecreeeeennnne. 17
2.2 Ictiofauna da Bacia do rio Doce e as espécies em estudo .........cccceevveriieniienieennens 21
2.2.1 Cara, Geophagus brasilienis (Qouy e Gaimard, 1824) .........ccceeveverieniienirennnne. 22
2.2.2 Tiléapia, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757)......ccccocirviienieiiienieeieeie e 23
2.3 Rompimento da barragem de Mariana e as areas em estudo..........cccceveevuerieneennnene 23
2.3.1 Rompimento da barragem de Mariana ...........c.ceccveeeviieecieeeiieesiee e 23
2.3.1.1 Area nio afetada pelo rompimento da barragem .............cccceeveeeeeeennn... 26

2.3.1.2 Area afetada pelo rompimento da barragem..............cocooeeeeeeeeeeeeeeeeenennn. 26

2.4 Y ] TS 0Ty T (0 S 27
2.4.1 Metais pesados €M €STUAO.........eeeruiieeiiieeiiieciiee et eiveeeieeeereeeeaee e ens 28

24101 ATUMINIO ceiiiiieieiieceeee et 28

2412 CAAMIO....iiiiiiieiieiieeeeete ettt st s 29

2.4.1.3  ChUMDO...cuiiiiiieiieecece ettt 29

2.4.1.4  CoDAILO ...t 30

2415 CODIC...ciiiieeeeee et 30

2.4.1.6  CIOMO ..ottt ettt 31

24,17 FOITO .ottt et 31

2.4. 1.8 MANZANES ..couvviieiiieeiiieeiiee et eeite et e et e et e et e s e e st e e e e eabee e 32

24109 NIQUEL.couiiiiiiiieeee ettt et 32

24110 ZINCO ettt ettt ettt ettt ettt s a et nae e ne s 33

2.5 BIANQUIAS ..vviiiiiieciie ettt ettt e e e et e e st e e be e e nnbaeennreeens 33
OBUJIETIVOS caucuitiineineisessisssissesssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 34
3.1 GTAL ..t ettt 34

3.2 ESPECTIICOS ettt ettt ettt e eneas 34
REFERENCIAS ..couiuiiminmcnssinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 35

ESPECIES DE PEIXES DA BACIA DO RIO DOCE APOS ROMPIMENTO DA
BARRAGEM EM MARIANA - MGu .uuiiininnnensnnssenssessnessssssnsssessassssssssssssssssssessassssssassssssns 44

1.
2.

INEEOAUCAD ceeeeeeeeeeeeerrrcnnneereeccessssssnnasseeecessssssnsanssssessssssssssssasssssesssssssssnnssssssssssssssnsansassesssss 47

MALELIALS € IMETOU0S. ceeeeeeeeeeerreeeeeeeesseeeesseesseresssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssanes 48



3. RESUILAOS auuuereeeeereennnneeseeeeereeesessesssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssses 52

3.1 Dados biOMELIiCOS COTPOTALS .....vierurrerieriieeiieniieeiieeteeseeeeteeaeeesbeenseessseenseessneenseens 52
3.2 Concentragao de metais pesados no sedimento e nas branquias ...........ccceeeveenee. 52
4. DISCUSSA0 ceuvererseercssnncssrnecssanecsssnecsssnessssnessssnesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssns 63
5. CONCIUSAO cuueeenuerrinnerisneicsniicsneecsneecsneessseessssecsssseessssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssesssssasssssssssnes 67
6. AGradeCiMmENtos ....eeeeeercrnericssssnnrecsssnnnessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 67
7. REFEIEICIAS «ucouveerricrriruensensseisuecsnisenssessansesssecsssssnsssiessessssssessssssasssssssessssssesssssssssssssssssssssassae 67

AATIEXO0S ceeeeeureeeereeeeereressesssssossssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnssssssssssssas 74



15

1. INTRODUCAO GERAL

O ecossistema aquatico ¢ constantemente atingido diretamente ou indiretamente pela
acdo antropica, influenciando todo o desenvolvimento e equilibrio da biota local. Atividades
antropogénicas promovem a contaminagao deste ambiente por meio da dispersdo de agentes
toxicos da agua e do solo, tornando-os biodisponiveis no ambiente (Mufioz-Najera et al.,
2018; Lushchak, 2011). Os efeitos dos poluentes nos organismos dependem de caracteristicas
que influenciam na sua toxicidade, como a concentracdo ¢ o modo de dispersdo dos
compostos toxicos, que podem provocar alteracdes agudas e/ou cronicas (Mufioz-Ndjera et
al., 2018).

Dentre os poluentes aquaticos, os metais pesados sdo caracterizados por terem grande
impacto no meio ambiente, principalmente devido a a¢do bioacumulativa no ecossistema
aquatico (Javed e Usmani, 2014; Mukherjee e Bhattacharya, 2001; Shah et al., 2009). O metal
pesado é um potencial elemento toxico, que possui uma densidade maior que a agua (5g/cm?),
efeitos deletérios em baixas ou altas concentracdes (Gheorghe et al., 2017), além de
relacionado com a ecotoxicidade (Alloway, B e Ayres, D, 1997; Duffus, 2002; Lenntech,
2004). Os organismos aquaticos sao constantemente expostos a polui¢do ambiental por varios
metais pesados devido a facilidade e diversidade da contaminagdo do ecossistema aquatico
(Ali, Khan e Ilahi, 2019). Dentre os organismos aquaticos, 0s peixes estdo sujeitos a um
estado de multipoluicdo, e por isso sdo indicados para avaliar o nivel da polui¢do por
compostos toxicos como os metais pesados (Kalyoncu, Kalyoncu e Arslan, 2012) . A
absorc¢ao dos metais pesados nos peixes pode ocorrer por varios meios, principalmente através
das branquias, pela contaminagdo direta da agua, e pelo trato digestivo, através da
alimentacdo (Jinadasa e Edirisinghe, 2014). Os peixes acumulam e eliminam os metais
pesados em ambientes poluidos por diferentes processos de acordo com a forma de
contaminagdo e a sua posi¢ao trofica (Asuquo et al., 2004; Peakall e Burger, 2003; Voigt et
al., 2015).

A biomagnificacdo e a bioacumulagdo de metais pesados em peixes sao indicativos de
poluicao ambiental, e dependem de fatores que influenciam estes processos internamente e
externamente, tais como; caracteristicas especificas do organismo, incluindo as espécies de
peixes € a sua posicao trofica; habitos alimentares da espécie; a forma de absor¢do dos metais

pesados pelo individuo, além dos fatores ambientais, como o local de coleta ¢ as
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propriedades fisico-quimico do metal (Ali, Khan e Ilahi, 2019; Asuquo et al., 2004; Shah et
al.,2009; Voigt et al., 2015).

Os metais pesados sdao analisados principalmente na dgua e sedimento, entretanto, na
avaliacdo toxicoldgica, ¢ dificil detectar as influéncias interativas e o real impacto de
contaminantes ambientais sobre a biota aquatica apenas por analises fisico-quimicas (Maceda-
Veiga, Monroy e Sostoa., 2012; Monferran et al., 2011). Assim, o uso de biomarcadores
tornou-se uma ferramenta valiosa no diagndstico e monitoramento da qualidade ambiental,
sobre a saude dos organismos, como os peixes, que habitam os ecossistemas poluidos, em
uma relagao de causa e efeito (Bucheli e Fent, 1995; Maria et al., 2009). Os biomarcadores ¢ a
unidade mensuravel, indicando modificagdes bioquimicas ou estruturais nos sistemas
biologicos, como niveis de estresse oxidativo e histopatologias, devido a presenca e
magnitude de substancias toxicas (Ameur, Ben et al., 2012; Dyk, van, Cochrane e Wagenaar,
2012; Lukin et al., 2011; Maria et al., 2009; Oliva et al., 2013; Sevcikova et al., 2011).

O iminente impacto no meio ambiente pela poluigdo por metais pesados ¢ de grande
interesse publico, pois nem sempre tém-se conhecimento sobre os efeitos e intensidade dos
metais no ambiente, ja4 que se trata da contaminagdo do ar, dgua e solo, podendo ser
bioacumulado por ecossistemas e organismos, inclusive os seres humanos (Mufoz-N4jera et
al., 2018). As atividades antropicas em expansao e a relacao de uso e descarte de substancias
toxicas, tém-se intensificado os problemas ambientais, especialmente em relacdo ao
ecossistema aquatico, havendo necessidade crescente de monitorar os poluentes ambientais
(Carvalho et al., 2012; Clemente et al., 2010; Doria et al., 2017; Voigt et al., 2015).

O rompimento da barragem de rejeitos em Mariana - MG, desencadeou danos
inestimaveis ao meio ambiente, especialmente no ecossistema aquatico. A enxurrada da lama,
atingiu aproximadamente 78,5% dos recursos hidricos da Bacia do rio Doce, sendo a
comunidade ictiofaunistica totalmente afetada (Sanchez et al., 2018). Devido a isso e outros
problemas ambientais, s3o necessarios mais estudos que atribuem especificamente os efeitos
do rompimento da barragem de rejeitos em Mariana - MG a icitofauna, e também a
contaminagdo cronica dos poluentes toxicos na Bacia do rio Doce ao longo dos anos. Com
isso, avaliagdes do impacto ambiental ocasionado por problemas socioambientais torna-se

necessario a fim de diagnosticar, monitorar e planejar a recuperagao de areas degradas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Bacia do rio Doce, rio Doce e a extracao de minério

A Bacia do rio Doce esta localizada nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, na
regido Sudeste do Brasil, estando a maior parte no estado de Minas Gerais (Figura 1) (ANA,
2016). O rio Doce possui este nome devido a confluéncia do rio Carmo e do rio Piranga, nas
cidades de Santa Cruz do Escalvado e Ponte Nova, no estado de Minas Gerais (Lume, 2010).
A nascente do rio Doce encontra-se nas serras da Mantiqueira e do Espinhago (Minas Gerais)
e percorrem até desaguar em Regéncia, no estado do Espirito Santo, no Oceano Atlantico,
percorrendo uma distancia de aproximadamente 888 Km (ANA, 2016; Lume, 2010). A bacia
hidrogréfica ¢ constituida por 225 municipios; 200 pertencentes ao estado de Minas Gerais e
25 ao estado do Espirito Santo, com um total de aproximadamente 3,6 milhdes de habitantes
(ANA, 2016; Lume, 2010). Devido a declividade das regides que englobam a bacia, a
populagdo se concentrou préoximo aos cursos d’agua (ANA, 2016). A Bacia do rio Doce
possui uma area de drenagem de aproximadamente de 84 mil km?, sendo a maior parte (86%),
correspondente na regido mineira, ¢ a menor quantidade (14%), na regido capixaba (ANA,
2016; Lume, 2010).

No aspecto climatico da Bacia do rio Doce, ela ¢ dividida em trés tipos: tropical de
altitude com chuvas de caracteristicas de verdo, apresentando clima ameno, sendo este clima
presente desde as serras da Mantiqueira e do Espinhago, até a nascente do rio Doce; tropical
de altitude caracterizado por chuvas de verdo e temperaturas elevadas, clima presente nas
nascentes de seus afluentes; e clima quente com chuvas de verdo, estando presente nos trechos
médio e baixo do rio Doce e também nos seus afluentes (Lume, 2010). A bacia possui o
regime pluviométrico pelo periodo chuvoso, de outubro a marco, e pelo periodo seco, de abril
a setembro. A vegetacdo da bacia é caracterizada principalmente pelos biomas da Mata
Atlantica e Cerrado (Lume, 2010).

Em relacdo aos tipos de solos existentes na Bacia do rio Doce, os predominantes sdo
os latossolos vermelhos amarelos e argissolos vermelhos, sendo o primeiro caracterizado por
alta saturacdo de aluminio, referente aos solos profundos, estando presente em planaltos
(Lume, 2010). J4 o segundo esta presente em areas que possui forte relevo montanhoso, que

limita seu uso as atividade como pastagens (Lume, 2010).
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As caracteristicas dos solos e relevo adicionado com as atividades antrépicas, como o

desmatamento, contribui na remo¢do dos solos e proporciona uma susceptibilidade de erosdes

(ANA, 2016). Dentre esses fatores, 58% da area da bacia possui forte susceptibilidade e 30%

susceptibilidade média (ANA, 2016).
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Figura 1. Localizagcdo Geografica da Bacia do rio Doce, Fonte: ANA, 2016.

Nos aspectos fisicos e economicos da Bacia do rio Doce, os recursos hidricos possuem

uma grande importancia na economia da regido que a engloba, sendo a agua utilizada na

agropecuaria, podendo ser esta de pequena ou grande expansao, industrial, como mineradores

e produgdo de celulose, e nas atividades de geracdo de energia elétrica (ANA, 2016; Lume,

2010).
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A expansdo econdmica sobre a exploracdo de matérias primas nos recursos naturais da
Bacia do rio Doce, principalmente sobre reservas minerais, coloca em risco o equilibrio entre
crescimento e sustentabilidade. De acordo com o Departamento Nacional de Produgado
Mineral (DNPM), hd 366 areas de concessdao de lavra localizadas na Bacia do rio Doce
(Figura 2). A extragdo de ferro e minério de ferro representa 31,4% das atividades minerarias
dentro das concessdes. Essas agdes estdo localizadas principalmente nas cabeceiras do rio
Piracicaba e do rio Carmo, uns dos principais formadores do rio Doce (ANA, 2016; Lume,
2010). Toda esta atividade, assim como outras explora¢des da mineracao, produz toneladas de
descartes de residuos de minério como mostrado na figura 3. Os cursos d'dgua da bacia sdo
receptores e transportadores de todas estas atividades (Lume, 2010).

Os principais residuos provocados pela atividade mineradora sdo o estéril e o rejeito
(IBRAM, 2016). As pilhas de minérios, rochas, sedimentos, solos, sobras da mineragao
artesanal sdo alguns exemplos de residuos minerdrios. Ressaltando que, estéril refere-se ao
minério com nenhuma ou pouco minério util e que tenha valor econdmico, e o rejeito € o
produto final apds passar pelo processo de tratamento de extragdo dos minérios
economicamente importantes (IBRAM, 2016). Dentre as atividades minerarias,
principalmente a exploragdo de minério de ferro, tem gerado potenciais impactos sobre a
qualidade de 4gua, seja pelo aumento de s6lidos suspensos, quanto pela alteragao quimica da
agua nas lagoas de decantacdo utilizadas no processo de beneficiamento do minério
(barragens)(Hernandez et al., 2005; IBRAM, 2016). As aguas de decantacdo evapora e os
materiais solidos sedimentam, sendo processados como rejeitos (Hernandez et al., 2005).
Segundo Aristimunho e Bertocini, 2012, na extragdo de ferro, a porcentagem do volume de
agua utilizado no processo de lavagem ¢ 60% reciclado e 40% lancado nas bacias de
decantacdo, na forma de lama (rejeitos). De acordo com a Companhia Vale (Mina Urucum), a
lama de rejeitos € constituida de 40% de materiais sélidos e 60% de dgua, aproximadamente.
Anualmente, 11 milhdes m® de sedimentos sdo descarregados na foz do rio Doce pelas a¢des

humanas (Séanchez et al., 2018).
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2.2 Ictiofauna da Bacia do rio Doce e as espécies em estudo

A bacia hidrografica do rio Doce ¢ dividida em trés regides, alto, médio e baixo curso.
O alto curso esta localizado desde as cabeceiras até a foz do rio Matipo, o médio se estende
desde a confluéncia desse rio até a divisa dos estados de Minas Gerais ¢ Espirito Santo, € o
baixo, da divisa dos estados até a foz do rio (Vieira, 2009a).

O conhecimento sobre a composicao e distribui¢do da ictiofauna da bacia € escasso
(Vieira, 2009a). Os estudos disponiveis na literatura foram concentrados no seu curso médio,
provavelmente devido a proximidade do Parque Estadual do Rio Doce (Vieira, 1994). De
acordo com a literatura, hd mais de 100 espécies de peixes nativos na Bacia do rio Doce
(Fernandes et al., 2016). O curso alto do rio Doce possui aproximadamente 70 espécies de
peixes, sendo 19 espécies exoticas. A maioria de espécies que constitui a ictiofauna desta
regido ¢ de pequeno a médio porte, encontrados em regides loticas. A ordem Siluriformes ¢ a
mais diversificada neste trecho, dentre as quais encontram-se as familias Loricariidae (9 sp.),
Trichomycteridae (5 sp.) e Pimelodidae (4 sp.). Dentre as espécies nativas, destaca-se os
Characiformes (20 sp). Nessa ordem, a familia com maior numero de espécies ¢ Characidae
(11 sp.), seguida de Anostomidae (4 sp.). Espécies exoticas como o dourado (Salminus
brasiliensis) e nativas endémicas como o surubim-do-rio-Doce (Steindachneridion doceanum)
que possuem portes maiores, se encontram especificamente nas calhas centrais dos rios de
maiores expansoes (Vieira, 2009).

O curso médio possui registros de mais de 70 espécies de peixes, onde a grande
maioria ¢ representada por espécies exoticas, sendo os siluriformes o grupo mais diversos (21
sp nativas), e espécies endémicas como o surubim-do-rio-Doce (Steindachneridion
doceanum), além da crumatd (Prochilodus vimboides) e o piau-vermelho (Leporinus
copelandii). Quase todos os cascudos sdo encontrados neste trecho pela excecdo de
Hypostomus affinis e Loricariichthys castaneus. Os peixes que habitam o curso médio
também sdo de pequeno a médio porte (Lume, 2010; Vieira, 2009b). Assim como neste trecho
e do alto rio Doce, trés espécies sao endémicas, o andird (Henochilus wheatlandii), o timburé
(Leporinus thayeri) (Vieira, 2009).

O baixo rio Doce possui o trecho menos estudado sobre a ictiofauna.
Aproximadamente 70 espécies nativas e exoticas, dentre as espécies de dgua doce e marinhas
compde a ictiofauna. Também nesta regido também possui peixes economicamente e
localmente importantes como pacuma (Lophiosilurus alexandrii), tucunarés (Cichla spp.),

piranha (Pygocentrus nattereri), apaiari (Astronotus ocellatus), tilapias (Oreochromis e
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Tilapia) (Vieira, 2009a). Uma das espécies importantes para a pesca ¢ o robalo, que inclui
duas espécies principais (Centropomus parallelus e C. undecimalis) (Lume, 2010).

Dentre a diversidade da ictiofauna da Bacia do rio Doce, os ciclideos possuem
importancia no desenvolvimento do local, pois sdo fonte alimentar ¢ de renda para os
pescadores. Possuem também importancia ecoldgica e cientifica, servindo de modelo para
diversos estudos como bioindicadores ambientais (El-Demerdash e Elagamy, 1999). A familia
Cichlidae, pertencente a ordem Perciformes, ¢ constituida pelo menos de 1300 espécies no
mundo, sendo que aproximadamente 35% destas espécies ocorrem somente na América do
Sul (Sampaio e Goular, 2011). Apresentam caracteristicas morfologicas especificas que
possibilita a sobrevivéncia em variadas condigdes ambientais (Meyer, 1993). Os membros
desta familia apresentam a linha lateral dividida em dois ramos, boca protratil, podendo ser
inferior, subterminal, terminal e superior (Bond, 1979; Kullander, 2003), podem ser
classificados quanto o habito alimentar (insetivoras, onivoras, carnivoras e detritivoras). As
estruturas morfolégicas da boca sdo correspondentes ao habito alimentar, correlacionando
com suas categorias troéficas (Sampaio e Goular, 2011). Além de apresentarem caracteristicas
comportamentais, como cuidado parental, forrageamento e territorialista (Kullander, 2003).
Devido a essas razdes, e por serem uma espécie nativa (card) e exotica (tilapia), as duas foram
escolhidas para avaliar os efeitos da contaminagdo aquatica sobre a ictiofauna da bacia do rio

Doce.

2.2.1 Cara, Geophagus brasilienis (Qouy e Gaimard, 1824)

Dentre os ciclideos, o card, ou acard (Figura 4), ¢ uma espécie amplamente distribuido
no Brasil, sendo encontrado desde a Bacia Amazonica até o Norte da Argentina e Uruguai
(Beninca et al., 2012; Kullander, 2003). Habitam fundos de lagos, rios, lagoas, reservatérios e
riachos (Agostinho, Vazzoler e Thomaz, 1995). Possuem caracteristicas morfoldgicas como o
corpo comprimido lateralmente, boca terminal protratil e coloracdo castanha-escura com
faixas transversais (Langeani e Régo, 2014). A espécie possui fecundacdo externa com
desova parcelada e cuidado parental (incubacdo dos ovos na boca pela fémea). Na desova os
ovos s3o0 alojados em ninhos construidos em fundos de rios e lagos (Suzuki et al., 2005). A
espécie apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos maiores e mais coloridos que as
fémeas. Sao agressivos e territorialistas durante a fase reprodutiva (Cemig e Cetec, 2000).
Possuem dieta flexivel, alimentando-se principalmente de detritos, vegetais, insetos, moluscos
e algas (Abelha e Goulart, 2004; Kullander, 2003) Apresentam importancia na pesca artesanal

e no aquarismo (Cemig e Cetec, 2000). Além de ser usado como biomarcador em varios
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estudos de campo, exibindo alteracdes teciduais e moleculares como respostas a presenca de
contaminantes no ambiente, como hiperplasia branquial, fusdo lamelar e necrose (Beninca et
al., 2012; Clemente et al., 2010; Doria et al., 2017; Mercon et al., 2019; Osorio et al., 2013;
Ruas et al., 2008; Wilhelm Filho ef al., 2001).

2.2.2 Tilapia, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757)

A tildpia do nilo (Figura 4) apresenta caracteristicas semelhantes ao card, como a
morfologia e comportamento, possuindo o corpo comprimido lateralmente, com boca portatil
e coloragdo castanho-claro. Habitam preferencialmente lagos e reservatorios (Langeani e
Régo, 2014). Possuem fecundacdo externa, desova parcelada e cuidado parental. A dieta se
baseia de sedimentos, matéria vegetal, algas e insetos (Suzuki et al., 2005). E uma espécie
africana (exotica), introduzida no Brasil em 1971 nos agudes do Nordeste, espalhando-se para
todo o territorio brasileiro (Bozano et al., 1999). E altamente cultivado para o consumo, por
ter sucesso na ocupacdo de reservatérios e devido a sua facilidade e sucesso em adaptar em
diferentes ambientes (Schulter e Vieira, 2017). Por isso apresentam importancia na pesca e
psicultura (Langeani e Régo 2014). A espécie ¢ usada também em pesquisas cientificas, como
na toxicologia, demonstrando ser sensivel a contaminacao ambiental, por meio de alteragdes
teciduais e celulares (Benli, Koksal e Ozkul, 2008; Elghobashy, Zaghloul e Metwally, 2001;
Mohamed e Osman, 2014a).

Figura 4. Exemplar de (Geophagus brasiliensis) e tilapia (Oreochromis niloticus),

respectivamente. Fonte: NUNES, 2012. Escala: 1 cm.

2.3 Rompimento da barragem de Mariana e as areas em estudo

2.3.1 Rompimento da barragem de Mariana

Vérios municipios brasileiros possuem como atividade econdmica central a extragdo

de minérios, incluindo a regido da bacia do rio Doce, que compde o quadrilatero ferrifero,
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possuindo uma intensa e historica atividade mineradora (Lume, 2010). Entretanto, a
superexploracdo progressiva destes recursos naturais gera uma quantidade significativa de
residuos minerarios (Bezerra, 2017; IPEA, 2012). As barragens de rejeitos na mineragdo ¢
uma das formas de conter esses residuos (Machado, 2007; Mello e Piasentin, 2011). Quando
as barragens sdo mal elaboradas e ndo possuem um planejamento de monitoracdo adequada,
essas estruturas podem romper-se, causando danos ambientais e sociais de propor¢des
inestimaveis (Duarte, 2008; Machado, 2007).

Em novembro de 2015 ocorreu o maior desastre ambiental do Brasil, na cidade de
Mariana no estado de Minas Gerais, com o rompimento da barragem do Fundao (controlada
pela Samarco Mineracdo SA) no distrito de Bento Rodrigues, que acomodava rejeitos da
extracdao de minério de ferro (Sanchez et al., 2018).

O rompimento da barragem de rejeitos do Fundado trouxe uma enxurrada de lama que
se deslocou até o mar, no Espirito Santo, causando impactos agudos e cronicos pela
contaminagdo, principalmente por metais pesados, nas areas afetadas (Espindola et al., 2016).
Estes compostos sdo nocivos aos seres vivos, gerando desequilibrio na homeostase dos
organismos e ecossistemas da bacia do rio Doce (Carvalho et al., 2017; Espindola et al.,
2016).

Os principais impactos causado nos organismos aquaticos, especificamente na
ictiofauna, sdo mortandade de espécimes, perda de espécies com habitat especifico,
modificacdes dos cursos d’agua, destruicdo das areas de reproducdo, incluindo as areas de
reposi¢do dos peixes, e principalmente, contaminag¢do hidrica pela lama do rejeito, provocada
ndo somente pela toxicidade dos rejeitos, mas também pela concentragdo extremamente
elevada de sedimentos (turbidez) na agua, durante a passagem da lama, o que reduz a
concentragdo de oxigénio dissolvido na agua e provoca obstru¢do nas branquias dos peixes,
ocorrendo a asfixia (IBAMA, 2015).

Apos o rompimento da barragem, foram realizadas analises de teores dos metais Pb, As,
Ni, Cu, Al e Mn, por meio de coletas de d4gua na Bacia do rio Doce em trés diferentes pontos:
Na nascente, localizada em uma éarea que nao foi afetada pela lama, a montante do dique de
retengdo dos rejeitos, ou seja, area contaminada, e a jusante do dique de retencdo de rejeitos,
area também contaminada. Elevadas concentracdes em mg/L dos metais foram observadas na
montante (em mg/L): Pb (0,097); As (0,911); Ni (1,078); Cu (1,115); Al (9,432) e Mn
(1,638), sendo a concentragdo de cobre, nesse ponto, 86 vezes maior que o valor maximo
permitido (VMP) pela legislacdo brasileira. Na nascente, as concentragdes de Ni (0,051

mg/L), Cu (0,062 mg/L) e Al (0,465 mg/L) apresentaram-se 2,0; 4,8 e 2,3 vezes maiores que
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os VMP’s, respectivamente, podendo-se relacionar esses resultados a natureza mineralogica
da area. O aluminio foi o metal que apresentou as maiores concentragdes a jusante, assim
como nos outros pontos (Carvalho et al., 2017).

De acordo com a literatura, devido a passagem acentuada da lama que provocou o
revolvimento e suspendeu os sedimentos contaminados pelas atividades minerarias
depositados ao longo dos anos, contribuiu para aumentos consideraveis nos niveis de metais
pesados como aluminio, arsénio, cddmio, cobre, cromo, manganés e niquel, destacando o
chumbo e merctrio, com concentragdes maiores que o permitido pela legislacao (165 e 1465
vezes, respectivamente) (ANA, 2016; Hatje et al., 2017; IBAMA, 2015). De acordo com
Freitas, Silva e Menezes, (2016), analises comprovaram que o bioacumulo de metais nos
zooplanctons ¢ compativel com o padrao das taxas de contaminagao da agua. Os zooplanctons
estdo na base da cadeia alimentar, organismos que deles se alimentam acumulardo os
compostos toxicos, desencadeando um efeito sucessivo, contaminando todos os seres
envolvidos (Freitas, Silva ¢ Menezes, 2016).

Segundo relatérios emitidos em 2016, at¢ meados do mesmo ano, aproximadamente
mais de 2 toneladas de peixes mortos foram recolhidas, das quais 90 espécies (8 ordens e 27
familias); 4 herbivoras, 28 carnivoras e 39 onivoras; 69 nativas e 28 exoéticas; 12 ameacadas
de extingdo e 11 endémicas do rio Doce (SEMAD, 2016).

Devido a biodiversidade aquatica na bacia do rio Doce ser pouco estudada, o real
impacto do desastre sobre a ictiofauna pode ser incompleta e incerta, visto que espécies
endémicas ndo descritas podem ter sido extinguidas, e espécies sub-existentes como Brycon
devilleis (piabanha), Oligosarcus solitariu (lambari-bocarra) e Steindachneridion doceanum
(surubim do rio Doce), representam uma preocupagdo quanto a sua existéncia e permanéncia
na bacia (SEMAD, 2016; Vieira, 2009).

Assim como nos zooplanctons analises realizadas em peixes, enfatiza que um Unico
grupo de organismo ¢ suficiente para que a cadeia trofica seja contaminada, interferindo na
homeostase do ecossistema aquatico (IBAMA, 2016).

Ribeiro, (2016), ao analisar o Rio Doce um ano apds o desastre ambiental, constatou
que a contamina¢do ndo havia cessado e o arrasto de sedimentos pela bacia continuava, de
modo que o rio ainda se encontrava sem condi¢des de uso. Devido a isso € ao grande numero
de mortalidade aguda dos organismos aquaticos, confirma-se que a contaminagao dos cursos
d’agua ¢ o principal efeito catastrofico, mas apenas um dos impactos causados pelo desastre.
Os processos ecoldgicos foram modificados, e os efeitos da contaminagdo no ecossistema

\

aquatico podem ser mais expansivos, a exemplo da extingdo de espécies endémicas nao
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descritas, sendo necessario longas décadas para a restauracdo de toda a ictiofauna e
consequentemente, biodiversidade da bacia do rio Doce (ANA, 2016; IBAMA, 2015; Sanchez
et al.,2018; SEMAD, 2016).

2.3.2 Area nio afetada pelo rompimento da barragem

O rio Piranga esta inserido dentro do Comité de Bacia Hidrografica do rio Piranga. A
bacia possui aproximadamente 77 cidades mineiras, sendo a maior unidade da Bacia do rio
Doce em numero de municipios € pessoas, aproximadamente 700 mil, onde a maioria se
concentra nas areas urbanas (aproximadamente 64%, segundo o Plano Integrado de Recursos
Hidricos-PIRH, 2010). Uma dessas cidades ¢ Ponte Nova, localizada na zona da Mata
Mineira, que integra a sub-bacia do rio Piranga (Lume, 2010).

O rio Piranga possui os rios Sao Bernardo, Xopot6, Turvo Limpo e Oratérios como
rios tributarios. Caracteriza-se por ter a quarta posigdo em relagdo a area de drenagem da
bacia do rio Doce (6,607 Km?), e a segunda regidio com maior recurso hidrico da bacia do rio
Doce, com 108 m?/s (11%). O rio Piranga apresenta a maior parte do seu leito corredeiras
extensas com substrato rochoso (Lume, 2010).

O rio Piranga compde aproximadamente 45 espécies de peixes nativos e exoticos, 0
maior registro da ictiofauna (Lume, 2010). E nessa sub-bacia que existe os maiores registros
de ocorréncia do surubim-do-rio-Doce (Steindachneridion doceanum) e numerosos cardumes
de piau-vermelho, piau-branco e curumata. Essas evidéncias demonstram que esta regido ¢
fundamental para o recrutamento e preservacdo da ictiofauna da bacia do rio Doce
(Drummond et al., 2005; Lume, 2010)

A sub-bacia do rio Piranga possui problemas ambientais como polui¢ao, mineragao em
pequena escala, lancamento de produtos agricolas, industriais e esgotos domésticos,
inadequacdo de estradas rurais, extrativismo ambiental por desmatamento e producdo de

carvao (Lume, 2010).

2.3.3 Area afetada pelo rompimento da barragem

O rio Doce ¢ formado a partir da confluéncia do rio Piranga e do rio Carmo. Esta
incluido no Comité de Bacia Hidrografica do rio Piranga, rio Piracicaba, Santo Antdnio e
Suacui. Apresenta um complexo contingente populacional, urbano e rural. A atividade
econdmica do rio Doce ¢ bastante diversificada, destacando-se: a agropecudria, atividade
minerdria e constru¢do de minerodutos, diversas atividades industriais, principalmente

hidrelétrica (Lume, 2010).
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O rio Doce apresenta o registro de 70 espécies aproximadamente (alto rio Doce),
sendo a ictiofauna similar a do rio Piranga. Possui substrato arenoso e baixa extensdes de
corredeiras nos cursos d’agua. Essa divisao fisiografica entre os dois rios ocorre devido a
construg¢do da barragem da usina hidrelétrica Risoleta Neves, popularmente conhecida como
Candonga. Este aspecto também contribuiu para a distingdo na composi¢do da biodiversidade
de peixes no rio (Lume, 2010).

Problemas semelhantes ao do rio Piranga poluem os cursos d’agua do rio Doce,
podemos destacar atividades industriais, como mineradoras, langamento de esgotos

domésticos, além do desmatamento e drenagem (Lume, 2010).

2.4 Metais pesados

Os metais pesados sao assim denominados por apresentarem uma densidade superior a
da agua, e estdo amplamente distribuidos pela crosta terrestre (Fergusson, 1990; Koller e
Saleh, 2018). Eles podem ser liberados de forma natural, como a deposi¢ao atmosférica direta,
ou por meio de atividades antrépicas, a exemplo das industrias (Ajima et al., 2015). Dentre as
atividades antrépicas, a mineragdo, que historicamente ¢ o principal agente poluidor das
bacias hidrograficas. Principalmente a extracao e processamento dos metais, gera uma enorme
quantidade de rejeitos, elevando as concentracdo de varios metais pesados no ambiente e
contribuindo na contaminagao do ecossistema aquatico (Hatje et al., 2017).

Embora alguns metais apresentem fungdes bioldgicas no organismo, geralmente os
metais pesados sdo toxicos mesmos em niveis baixos, pois apresentam caracteristicas
acumulativas ao longo da cadeia alimentar, causando efeitos no ecossistema e organismo de
acordo com a quantidade, concentragdes e com o tempo de exposi¢do dos compostos tdxicos
(Agah et al., 2009; Ali, Khan e Ilahi, 2019; Lenntech, 2004; Mufioz-N4jera et al., 2018; Shah
et al., 2009). A bioacumulacdo ocorre quando um organismo absorve uma substancia quimica
em uma taxa superior aquela em que a substancia ¢ eliminada, envolvendo varios processos,
como absor¢do, biotransformacdo, armazenamento e eliminagdo (Rainbow, 2007). Nos
peixes, o acimulo de metais pesados pode resultar em modificacdes a niveis celular e
tecidual, desencadeando bioacumulo em Orgaos alvos e consequentemente alteragdes
celulares. A presenca de metais pesados pode induzir o estresse oxidativo e proliferacdo de
determinadas moléculas, como metalotioneinas (Ali, Khan e Ilahi, 2019; Doria et al., 2017,
Sevcikova et al., 2011).

Em organismos aquaticos como os peixes, 0s contaminantes toxicos sao absorvidos

principalmente do meio ambiente pela dgua, ou sdo adquiridos pela ingestdo de alimentos
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contaminados, acumulando-se em seus tecidos e ao longo da cadeia trofica (Mansour e Sidky,
2002; Mohamed e Osman, 2014b). Pelo alto consumo humano de peixes no mundo, o
acumulo de metais pesados nestes organismos se tornou uma questdo de saude publica em
nivel mundial (Ali, Khan e Ilahi, 2019).

As modificagdes no meio ambiente afeta todo o equilibrio ecoldgico, variando de
pequenas a expressivas alteracdes e, no caso do rompimento de barragens de rejeitos, as
consequéncias sao grandes e complexas (Hatje et al., 2017). A agua exerce o papel de
transportadora dos elementos no meio aquatico, € consequentemente receptora e transmissora
de contaminagdo para toda a biota aquatica. Por isso ¢ fundamental o monitoramento dos
niveis desses poluentes toxicos a fim de avaliar o real impacto e riscos que eles provocam no

ecossistema aquatico (ANA, 2016; Magalhaes, Danielly et al., 2015).

2.4.1 Metais pesados em estudo

2.4.1.1 Aluminio

O aluminio ¢ extraido de rochas e minerais, sendo constituida principalmente de
bauxita. Nao ¢é encontrado naturalmente em sua forma metalica, necessitando de uma
combinacdo com outro composto, como o oxigénio. Ocupa a posi¢do do metal mais
abundante e o segundo mais produzido no mundo (Martires, 2001). No brasil, de acordo com
a Produ¢do Mineral Mundial de 2014, o pais esta na terceira posi¢do de bauxita no mundo
(Brown et al., 2016). Devido o crescimento da industria moderna, possui ampla aplicagdo no
mercado mundial devido as suas caracteristicas especificas, como baixo peso em comparacao
com outros metais com elevada demanda. E empregado no setor automotivo, construgdo civil,
agroindustria e urbanizagdo, como agente de floculacdo no tratamento de agua (Martires,
2001, 2009).

Ha trabalhos referindo-se ao aluminio como o principal composto pela toxicidade de
peixes, sendo o principal responsavel pelo o declinio da ictiofauna (Dickson, 1978; Schofield,
1976). O efeito toxico do aluminio depende de caracteristicas fisico-quimicas do meio, como
o pH, onde em ambientes acidos a toxicidade aumenta e sdo mais deletérios para os peixes
(Exley, Chappell e Birchall, 1991). As principais alteracdes fisiologicas demonstradas em
peixes devido a toxicidade do aluminio foram os modificagdes cardiovasculares (Laitinen e
Valtonen, 1995), reprodutivos (Vuorinen et al., 2003), enddcrinos (Waring ef al., 1996), além
de redugdo no crescimento do peixe (Bjerknes et al, 2003). Os efeitos do aluminio nas

branquias resultam em alteragdes estruturais branquiais como fusdo lamelar e filamentar, e
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modificacdes fisioldgicas, & exemplo de producdo excessiva de muco. Todas essas alteragdes
compromete o funcionamento do O6rgdo, principalmente em processos respiratorios e

regulagao i6nica (Abdel-Latif, 2008).

2.4.1.2 Cadmio

O cadmio ¢ classificado como metal perigoso devido sua alta toxicidade e por ser
amplamente utilizado no ambiente, sendo provenientes das atividades antrépicas como
mineracao, galvanizacdo de produtos e fabricagdo de pesticidas. O descarte indevido desses
processos € produtos aumentam as concentragdes deste metal pesado no ambiente aquatico
(Chowdhury, McDonald e Wood, 2004; Melgar et al., 1997).

A exposi¢ao de caddmio em pequenas concentragdes € em um curto periodo pode
provocar alteragdes moleculares no hepatopancreas, danificando o DNA de peixes (Zhang et
al., 2008), além de induzir a proliferacao das células de cloreto (Authman, 2015). O cadmio
pode afetar diversos 6rgdos, incluindo, figado, rins, intestino e branquias, entretanto estudos
indicam que entre os principais 6rgdos afetados por este metal pesado estd o rim, provocando
patologias renais como hipertrofia glomerular, hemorragia nos tubulos renais, desorganizacao
do tabulo glomerular, acaimulo de goticulas de lipideos, necrose ¢ aumento na deple¢ao de
carboidratos. (Kumar e Singh, 2010; Mekkawy et al., 2013). O aumento nas concentragoes de
cadmio em peixes pode provocar alteragdes no metabolismo do calcio, resultando em
hipocalcemia e/ou hiperglicemia (Kumar e Singh, 2010). Maiores concentracdes de cadmio
também pode ser encontrado no intestino de peixes, isto porque este 6rgdo seria a primeira
barreira no transporte de cadmio para o sangue, além das paredes intestinais serem eficazes no
armazenamento de cadmio, assim estes aspectos contribuem na protecdo da entrada deste

composto nos tecidos de peixes (Chowdhury, McDonald e Wood, 2004).

2.4.1.3 Chumbo

O chumbo ¢ um metal pesado proveniente de diversas atividades, tais como a
mineracao, desde o processamento até o descarte, aditivos de gasolina, revestimento de cabos,
talheres, tubos para a distribuicdo de agua e sdo utilizados como compostos em alguns
remédios (“International Programme on Chemical Safety”, 1995). E intensamente utilizado na
industria como na fabricagdo de TV, montagem de baterias e tubos eletronicos, o descarte
indevido de todo este material eletronico adicionado com os outros processos € produtos,

elevam os niveis de cadmio no ambiente aquatico e ¢ a principal forma de contaminacao de
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peixes por este metal (Habuer, Nakatani e Moriguchi, 2014; Sorensen, E, M, 1991;
Tsydenova e Bengtsson, 2011).

O cadmio afeta principalmente as branquias, figado e rim (Rogers, Richards e
Wood, 2003). A toxicidade aguda provoca desregulacdo ionica-regulatoria nas branquias e
aumento do cortisol (indug@o de estresse oxidativo) (Kim e Kang, 2016; Rogers, Richards e
Wood, 2003). Os efeitos toxicos branquiais do chumbo inclui alteragdes histologicas como
hiperplasia, fusdo lamelar e filamentar, destacamento do epitélio branquial e aneurisma
(Martinez et al., 2004). Além de proliferagao das células de cloreto e migracao dessas células
nas branquias (Ribeiro et al., 2014). Essas respostas branquiais reduzem a difusdo de
oxigénio, uma vez que aumentam a distancia d4gua-sangue para difusdo de gas (Mallatt, 1985).
Também pode provocar alteracdes nos parametros sanguineos como aumento da glicose no
sangue ¢ diminuicao de proteinas sanguineas (Martinez et al., 2004). Estudo indicam que a

exposicao de chumbo altera o desenvolvimento embrionario de peixes (Authman, 2015).

2.4.1.4 Cobalto

O cobalto ¢ utilizado em diversos produtos como fertilizantes, aditivos agricolas e
farmacéuticos, tintas e ceramica (ATSDR, 2004). Este composto pode ser encontrado em
niveis baixos no ambiente aquatico, mas quando essas concentragdes sao elevadas provocam
alteragdes nor 6rgaos, principalmente branquias e figado (Suganthi et al., 2015). Os efeitos da
toxicidade nas branquias de peixes podem provocar hiperplasia, hipertrofia, fusdo lamelar,
destacamento do epitélio, aneurisma branquial e necrose, além de proliferagdo de muco e
células de cloreto (Mansouri et al., 2015; Suganthi et al., 2015). J4 no figado provocam

principalmente vacuolizacao e necrose hépatica (Suganthi et al., 2015).

2.4.1.5 Cobre

O cobre ¢ um elemento essencial no crescimento e metabolismo dos seres vivos e esta
presente na fabricacdo de pecas industriais, como fios e tubos para TV, tubulacdo de agua,
além da mineracao (Habuer, Nakatani e Moriguchi, 2014; Padrilah et al., 2018; Sampaio,
Boijink e Rantin, 2013). Caracteristicas fisico-quimicas do ambiente podem alterar a
toxicidade do elemento, como o pH (Sampaio, Boijink e Rantin, 2013). O cobre e o pH baixo
sao semelhantes nos efeitos toxicos, induzindo proliferacio de muco e causando como
consequéncia a morte por asfixia (Alvarado et al., 2006, Sampaio, Boijink e Rantin, 2013)

A toxicidade do cobre pode provocar proliferacdo das células de cloreto e a migragdo

da regido interlamelar para a lamelar (Alvarado ef al., 2006). Além de altera¢des histologicas
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como hiperplasia, fusdo lamelar, edema, congestao e aneurisma (Alvarado et al., 2006; Gupta
et al., 2016). No figado, estudos relatam que o cobre provoca necrose, congestdo, nicleo

picnotico e intensa vacuolizacao (Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Gupta et al., 2016).

2.4.1.6 Cromo

O cromo ¢ um metal de transi¢do, abundante na crosta terrestre, ¢ essencial para os
seres vivos. A polui¢do dos cursos d’agua ¢ principalmente através das diversas atividades e
produtos industriais como tratamento de efluentes, galvanoplastia e industria metalurgica
(Palmer e Wittbrodt, 1991; Velma e Tchounwou, 2011).

O cromo acumula principalmente nas branquias, figado e rim, afetando as atividades
metabolicas e fisiologicas (Mishra e Mohanty, 2009). Os efeitos toxicos incluem producgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), alteragdes histoldgicas branquiais como hiperplasia,
hipertrofia, encurtamento, edema, fusdo e necrose lamelar; histopatologias hepaticas como
vacuolizacdo intensa, nicleo picnotico e necrose, e histologias renais como nucleo picnoético,
hipertrofia epitelial e atrofia das células renais (Mishra e Mohanty, 2009; Velma e
Tchounwou, 2011).

2.4.1.7 Ferro

O ferro esta presente naturalmente no ecossistema aquatico em suas diversas formas
quimicas, e também por meio de atividades antrépicas como mineracdo, descarte indevido de
efluentes doméstico e industrias (Raju, 2006). E fundamental para a sobrevivéncia dos
individuos, pois ¢ essencial para multiplos processos metabolicos como, por exemplo
transporte de oxigénio, transporte de elétrons e cofator para muitas proteinas, mas em excesso
este elemento pode causar danos ao organismo (Bury, Walker e Glover, 2003).

O excesso dos niveis de ferro nos peixes provoca a formagao de flocos de ferro nas
branquias dos peixes ocasionando sua obstru¢do e provocando consequentemente,
perturbagdes respiratorias (Authman, 2015; Bury, Walker e Glover, 2003). Relatam-se, ainda,
histopatologias branquiais como hiperplasia, destacamento do epitélio, fusao lamelar, redugcao
do espaco interlamelar, congestdo e proliferagdo das células mucosas, ja no figado e rim
provoca intensa vacuoliza¢do, hemorragia, degeneracdo dos hepatocitos e necrose glomerular
e hepatica (Abalaka, 2015; Singh ef al., 2019). A presenca deste composto também induz o
estresse oxidativo e alteracdes hematoldgicas, como aumento nos niveis de hemoglobina e

hematocrito (Singh et al., 2019).
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2.4.1.8 Manganés

O manganés ¢ um metal de transicdo, importante para a economia global e
intensamente utilizado na industria quimica, sidertrgica, eletronica, na agricultura e também
em produtos médicos (Li ef al., 2019). O Brasil, juntamente com a Ucrania e Africa do Sul
possuem mais de 60% das reservas de manganés do mundo e estdo entre os mais produtores
(Brown et al., 2016; Li et al., 2019). O consumo de manganés ¢ direcionado para a industria
siderurgica (Li et al., 2019).

O manganés ¢ um elemento comum e essencial para os peixes desenvolveram certas
fungdes, entretanto elevados niveis pode ser prejudicial aos organismos aquaticos (Hedayati,
Hoseini e Ghelichpour, 2014; Vieira et al., 2012). A contamina¢ao dos recurso hidricos ocorre
principalmente por meio das atividades antropogénicas, destacando a mineracdo e industrial
(McNeely e Dwyer L, 1979). A toxicidade do manganés pode inducdo de estresse oxidativo,
com o aumento da catalase, malondialdeido e superdxido dismutase, além de histopatologias
branquiais como, destacamento do epitélio lamelar, hiperplasia, fusdo lamelar e aneurisma
(Hedayati, Hoseini e Ghelichpour, 2014; Vieira ef al., 2012). Estudos indicam que parametros
quimicos como aumento da temperatura influencia na toxicidade, temperaturas maiores
aumentam os efeitos toxicos do manganés, induzindo o estresse oxidativo e também danos

genotoxicos (Tuzuki et al., 2017).

2.4.1.9 Niquel

O niquel estéd presente na dgua, no ar € no solo (Authman, 2015). Caracteriza-se por
ser muito resistente a corrosdo e por isso ¢ amplamente utilizado na fabricagdo de pecas que
utilizam o aco inoxidavel como produto, dentre eles temos materiais magnéticos, catalisadores
e produtos quimicos (Subagja, 2018). A extragao mineraria de niquel assim como os residuos
das atividades industriais que o utilizam como matéria prima, atingem os corpos d’agua e
afetam todo o ecossistema aquatico (Al-Attar, 2007).

A toxicidade do niquel provoca alteragdes hepaticas, pancreaticas e branquiais.
Peixes expostos ao niquel apresentaram niveis elevados de glicose, colesterol e enzimas
pancredticas, além de histopatologias branquiais como hiperplasia, hipertrofia, fusdo lamelar
parcial ou total, que resultam em modificagdes no sistema respiratoério e osmorregulatorio de

peixes (Al-Attar, 2007).
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2.4.1.10 Zinco

Uma alta quantidade de zinco ¢ introduzida no ambiente aquatico pelas atividades
antropogénicas como a mineragao, produtos agricolas, farmacéuticas e cosmética (Beegam et
al.,2019).

A poluicdo por zinco nos ecossistemas aquaticos pode afetar os peixes, principalmente
os oOrgdos alvos como branquias, figado e musculo (Beegam et al, 2019). Provocam
hiperplasia, hipertrofia, encurtamento, fusdo lamelar, congestdo e edema branquial, além do
aumento das células de cloreto (Alvarado et al., 2006; Santos et al., 2012). No figado o
acimulo de zinco pode provocar vacuolizacdo intensa, nucleo picnético, congestdo e
degeneracdo hepatica (Beegam et al., 2019). A presenga deste metal pode provocar

mortalidade, atraso no desenvolvimento e alteragdes cardiacas em peixes (Authman, 2015).

2.5 Branquias

As branquias sao fundamentais em diversas fungdes nos peixes e sao o local onde
ocorre as trocas gasosas, participando de processos como a respiracdo, osmorregulagdo e
secrecao (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994; Wegner, 2011). Sdo constituidas por quatro
arcos branquiais dispostos lateralmente na cavidade faringea, que possuem expansodes
denominados rastros branquiais, que pode variar em forma, localizagdo, quantidade e tamanho
(Machado, 1999; Silva, 1997). Cada arco possui uma fileira dupla de filamentos branquiais, e
a partir desses filamentos, origina-se as lamelas dispostas dorso-ventralmente da estrutura
filamentar (Silva, 1997; Wegner, 2011)

O arco, filamento e regido interlamelar branquial sdo revestidos pelo epitélio branquial
e constituido por diversos tipos celulares especificas, entre elas as células mucosas e células
de cloreto (Machado, 1999). Também ha o epitélio respiratorio recobrindo as lamelas
respiratdria, responsavel pelas trocas gasosas entre o sangue e o meio ambiente (Evans et al.,
1982; Machado, 1999). Dentre as células especificas, as células secretoras de muco sao
células grandes e encontradas nos filamentos ou bases das lamelas branquiais, possui a fungao
de protecdo das superficies lamelares contra a agdo de poluentes, como metais pesados, além
de participagdo em processos vitais no funcionamento do 6rgdo, como auxilio na regulagao
osmodtica, equilibrio acido-base e regulagdo ionica (Diaz et al., 2001; Garcia-Reyero et al.,
2015; Ingram, 1980; Machado, 1999). J& as células de cloreto possuem ntcleo evidente e
nucléolo visivel, ricas em mitocondrias, grandes e geralmente estdo distribuidas na regiao

filamentar interlamelar, entretanto quando em ambientes contaminados por compostos
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toxicos, as células de cloreto possuem a tendéncia de migrar para as lamelas. Também
participam no transportes ativo de fons e consequentemente em processos como a
osmorregulacdo e equilibrio acido-base (Machado, 1999; Ribeiro et al., 2014; Rogers,
Richards e Wood, 2003).

Os peixes, de uma forma geral, possuem a capacidade de estabilizar ¢ manter
constante a concentragdo osmotica de seu fluido corporal, visto que a concentracdo do meio
externo ¢ diferente da interna. Os peixes dulcicolas sdo hiperosmosticos, ou seja, ocorre o
influxo de agua por meio das branquias. Essa necessidade ionica ¢ compensada por dois
mecanismos, principalmente pela entrada ativa ionica pelas células de cloreto no epitélio
branquial, e também por meio da alimentacdo (Machado, 1999). Estes dois aspectos
contribuem para ligacdo e absor¢ao de metais pesados nas branquias, favorecendo o aumento
dos niveis destes compostos toxicos e modificacdes na estrutura branquial, como
deslocamento e hiperplasia células (Evans, 1987; Ribeiro et al., 2014).

Por estarem em contato direto com a 4gua e os poluentes, e por apresentarem diversas
fungdes, as branquias sdo o 6rgao alvo dos compostos quimicos € o primeiro em responder a
uma condi¢do ambiental desfavoravel (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994). Por isso sdo
utilizados em estudos toxicologicos (Abdel-Moneim et al., 2012; Alvarado et al., 2006;
Ribeiro et al., 2014; Sales et al., 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar as concentragdes de metais pesados e avaliar os efeitos em branquias de
duas espécies de peixes na bacia do rio Doce, apos o rompimento da barragem de rejeitos em

Mariana-MG.

3.2 Especificos

e Determinar as concentracdes de metais pesados nas branquias de cara e da tilapia na
area nao afetada e afetada pelo rompimento da barragem.

e Avaliar histopatologias quali-quantitativas da branquia do card e da tilapia nas duas
areas de estudo.

e Determinar o indice de Alteracdo Histopatologica branquial (IAH) por meio de

analises especificas nas duas espécies em ambas as areas.
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RESUMO

O rompimento da barragem de rejeitos em Mariana-MG, além do impacto imediato sobre o
ecossistema aquatico da bacia do Rio Doce, também acarretou efeitos de longo prazo, devido
a contamina¢do ambiental por agentes toxicos, como os metais pesados. Assim, o objetivo
central deste estudo foi avaliar as concentragdes de metais pesados nas branquias de duas
espécies de peixes, o card Geophagus brasiliensis e a tilapia Oreochromis niloticus, coletados
em area ndo atingida, no rio Piranga em Ponte Nova-MG, e em 4rea atingida pelo rompimento
da barragem no rio Doce em Santa Cruz do Escalvado-MG, na estagdo chuvosa de 2018.
Fragmentos branquiais foram usados para quantifica¢cdo de metais por espectrofotometria de
absor¢do atomica, e também processados histologicamente para avaliacdo das alteragdes
teciduais. Para ambas as espécies, maiores concentragdes dos metais pesados foram
encontradas nos animais da 4rea afetada. Vérias altera¢des histologicas foram observadas:
congestdo, deformagdes lamelares e filamentares, destruicdo lamelar parcial e total,
encurtamento lamelar, fusdes lamelares e filamentares, hiperplasias lamelares e filamentares,
e aneurismas, estando em maior frequéncia geralmente nos animais da area afetada,
ressaltando as hiperplasias e a deformagao lamelar como alteragdes predominantes, resultado
coincidente com analises histométricas, como o aumento do diametro filamentar e lamelar, ¢
altura do epitélio filamentar. O indice de alterag@o histologica (IAH) foi baixo (<10) para as
duas espécies em ambas as areas, indicando funcionamento normal das branquias, apesar das
alteragdoes histologicas presentes. Em relagdo aos tipos celulares importantes no
funcionamento normal das branquias e homeostase do organismo, houve diferenca
significativa no percentual de células mucosas nas branquias da tilapia, sendo maior na area
afetada, o que ndo aconteceu para o card, mas em ambas espécies houve aumento da area
celular da célula mucosa e de cloreto na area afetada. A presenca dessas alteracdes pode
indicar a presenga de contaminantes e estagios do processo de contaminagdo sobre o

organismo, além de um mecanismo de defesa e conservacdo do 6rgdo ao ambiente poluido.

Palavras chaves: Bioacimulo. Aparelho branquial. Alteragdes teciduais. Ciclideos.
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ABSTRACT

The disruption of the tailings dam in Mariana-MG, in addition to the immediate impact on the
Rio Doce basin aquatic ecosystem, also has long-term effects due to environmental
contamination by toxic agents such as used metals. Thus, the main objective of this study was
to evaluate how to control heavy metals in the gills of two fish species, the geophagus
brasiliensis and the tilapia Oreochromis niloticus, collected in the unaffected area, in the
Piranga river in Ponte Nova-MG, and in the area. affected by the disruption of the Doce River
dam in Santa Cruz do Escalvado-MG, in the rainy season of 2018. Gill fragments were used
to quantify metals by atomic absorption spectrophotometry and also processed histologically
to evaluate tissue alterations. For areas such as species, larger amounts of heavy metals were
found in animals in the affected area. Several histological changes were observed: congestion,
lamellar and filament deformations, partial and total lamellar destruction, lamellar lamination,
lamellar and filament fusions, lamellar and filament hyperplasias, and aneurysms, minor in
average frequency in the animals of the affected area, highlighting as hyperplasias and
deformation. lamellar as predominant alterations, a result that coincides with historical
analyzes, such as increased filament and lamellar diameter, and height of the filament
epithelium. The histological change index (AHI) was low (<10) for two species in areas such
as areas, functioning normally from the gills, despite the present histological changes.
Regarding the types of cells that are important in the normal functioning of the body's gills
and homeostasis, there was a significant difference in the percentage of mucous cells in the
tilapia gills, being higher in the affected area, or not in the test, but in companies that suffered
some Cell area damage of mucous cell and chloride in the affected area. The presence of these
changes may indicate the presence of contaminants and contamination processes on the
organism, as well as a defense mechanism and conservation of the organ and polluted

environment.

Keywords: Bioaccumulation. Gill apparatus. Tissue changes. Cichlids.
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1. Introducao

A crescente expansdo das agdes antropicas envolvendo diversas atividades economicas
como a mineragdo, contribui na elevacdo dos niveis de poluentes que afetam o ecossistema
aquatico (Mufnoz-N3gjera et al., 2018; Sales et al., 2017). Dentre estes poluentes estdo os
metais pesados, que sdo conhecidos por sua densidade maior que a da agua e por serem
bioacumulados, podendo causar toxicidade no ambiente e organismos (Ajima et al., 2015;
Lenntech, 2004; Malik et al., 2010).

Com o aumento e preocupagdao dos compostos toxicos, varios estudos vém sendo
realizados na 4rea de toxicologia aquatica a fim de avaliar as consequéncias desta
contaminagdo (Ajima et al., 2015; Monferran et al., 2011). No ecossistema aquatico existem
organismos que possuem caracteristicas do seu habitat, e respondem aos efeitos agudos e
cronicos dos compostos toxicos no ambiente, denominados organismos bioindicadores
ambientais, e¢ dentre a biota aquatica, o peixe ¢ amplamente utilizado em estudos
toxicologicos (Abdel-Moneim et al., 2012a; Carvalho et al., 2012; Li et al., 2010; Mufioz-
Néjera et al., 2018; Peakall and Burger, 2003). Em andlises sobre as substancias quimicas,
muitos trabalhos abrangem parametros fisico-quimicos que nao preveem assertivamente os
reais efeitos biologicos nos seres vivos (Monferran et al., 2011). Por isso, a utilizagdo de
biomarcadores morfofisioldgicos nos organismos ¢ uma ferramenta confidvel para avaliar o
impacto dos poluentes em ambientes aquaticos (Au, 2004; Beninca et al., 2012; Santos et al.,
2012; van der Oost et al., 2003).

As alteracdes teciduais podem ser usadas como potentes biomarcadores a fim de
determinar o efeito da poluigdo no organismo, e avaliagdes em 6rgaos alvos como branquias €
fundamental na agdo e resposta dos poluentes em peixes (Gomes et al., 2012; Liebel et al.,
2013; Nascimento et al., 2012; Schwaiger et al., 1997; van der Oost et al., 2003). A branquia
participa de diversos processos essenciais para a homeostase do organismo como respiracao,
osmorregulacdo, equilibrio acido-basico e excrecdo de compostos nitrogenados (Goss et al.,
1992; Hughes, G et al., 1982; Sayer and Davenport, 1987; Verbost et al., 1994). Devido a sua
funcdo e contato direto com os poluentes (Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994), varios
estudos tém mostrado que agentes toxicos provocam alteragdes na estrutura e composi¢ao
branquial (Abdel-Moneim et al., 2012b; Doria et al., 2017; Ribeiro et al., 2014; Santos et al.,
2012).

Em novembro de 2015 houve o rompimento da barragem do Funddo no distrito de

Bento Rodrigues no estado de Minas Gerais, Brasil, que acomodava rejeitos da extragdo de
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minério de ferro (Sanchez et al., 2018), liberando compostos toxicos e causando impactos
agudos e cronicos pela contaminagdo, principalmente por metais pesados, nas areas afetadas
(Espindola et al., 2016). Estes compostos nocivos aos seres vivos acarretam no desequilibrio
da homeostase dos organismos e afeta todo o ecossistema aquatico da bacia do rio Doce,
incluindo a ictiofauna (Carvalho et al., 2017a; Espindola et al., 2016; Weber et al., 2020).

A avaliacdo dos efeitos do impacto ambiental sobre o ecossistema ¢ imprescindivel no
diagnostico, planejamento e monitoramento para o real perigo e acdo nos organismos e biota
aquatica (Doria et al., 2017; Terra et al., 2007).

Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos desse ambiente contaminado
em branquias de peixes ciclideos (Geophagus brasilienses e Oreochromis niloticus),
coletados em duas areas da Bacia do rio Doce, cerca de dois anos apds o rompimento da

barragem do Fundao.

2. Materiais e métodos

2.1 Coleta e eutanasia dos animais

Foram escolhidas duas areas de coleta na Bacia do rio Doce, uma area afetada pelo
rompimento da barragem de rejeitos em Mariana - MG, no municipio de Santa Cruz do
Escalvado e a outra area ndo afetada em Ponte Nova - MG (figura 1), sendo a distancia entre
as duas areas de aproximadamente 17 quilémetros (Km?). Um total de 60 exemplares de
tilapia Oreochromis niloticus e card Geophagus brasiliensis (30 de cada espécie, sendo 15 de
cada area) foram utilizados no desenvolvimento do projeto. Este trabalho era atribuido pela
licenca de captura de animais silvestres com numero de protocolo 55430-2, além da
aprovacdo ao Comité de Etica no Uso de Animais de Produgdo da Universidade Federal de
Vicosa (CEUAP-UFV), com numero de protocolo 101-2019.

Os animais foram coletados em margo de 2018 por meio de tarrafas de pescador malha
3. Os animais capturados foram mantidos em bombonas de 50 litros com aeradores até o
momento da eutandsia. A fim de amenizar o sofrimento do animal e do estresse, a eutanasia
foi realizada em campo, com a utilizagdo do anestésico eugenol (6leo de cravo), diluido em
alcool absoluto (1:9), e misturado na agua (400 mg/L de dgua). Os animais, apos verificagao
de anestesia total, por meio da imobilizagdo dos opérculos, foram eutanasiados. Logo apds,
foram medidos e pesados para obtengao dos dados biométricos, e sequencialmente dissecados

para retirada das branquias.
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Figura 1. Locais de coleta. A: Area ndo afetada (em Ponte Nova-MG) e B: Area afetada (em

Santa Cruz do Escavaldo-MG). Fonte: Google Maps e Earth.
2.2 Quantificacio de metais pesados no sedimento e nas branquias

Amostras branquiais foram pesadas na balanca analitica digital com precisdo de
0,0001g - BEL Mark 210A, e mantidas em estufa a 60°C até atingirem o peso constante. As
amostras secas foram armazenadas em tubos de digestdo, adicionando-se 1,5 mL de HNOs e
HCLOs4 (digestao nitrica-perclérica), colocadas na placa digestora dentro da estufa. A
temperatura do bloco digestor foi elevada gradualmente até atingir 180°C, de forma a
proporcionar a digestdo completa. As amostras foram transferidas dos tubos digestores para
baldes volumétricos de 10 mL. A seguir, as amostras foram diluidas em agua deionizada e
filtradas em papel filtro qualitativo. As solugdes foram armazenadas em potes de teflon
estéreis. Realizou-se a determinag¢do das concentragdes dos metais pesados por meio do
espectrofotometro de absorcdo atdmica (SpectrAA 220 FS Varian). Os metais analisados

foram aluminio, caddmio, chumbo, cromo, cobalto, cobre, ferro, manganés, niquel e zinco.

2.3 Analise Histologca
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Para analise histologica foram utilizados fragmentos da regido mediana do arco
branquial de cada espécime. Os fragmentos foram fixados em solugdo de formol tamponado
4%, sendo realizada uma troca ap6s 24 horas, totalizando de 48 horas de fixa¢do, logo apds os
fragmentos foram transferidos para dlcool 70%. Para inclusdo em glicol-metacrilato
(Historesina, Leica), os fragmentos branquiais foram colocados em série etanolica gradual
crescente. Apos o emblocamento em resina, foram realizadas sec¢des semi-seriadas de 2 um
de espessura, em micrétomo rotativo (RM 2155-Leica), utilizando-se navalhas de vidro. As
seccoes foram coradas com azul de toluidina, para analise histologica e quantificacdo de
células de cloreto, e Acido Periddico de Schiff (PAS) conjugado com Alcian Blue (AB) para
quantificagdo das células mucosas, todas as laminas montadas com Entellan® (Merck) e
analisadas sob microscopia de luz (microscopico Olympus BX-50). As imagens digitais foram
capturadas por meio de fotomicroscopico (Olympus AX70 TRF), sendo dez campos
aleatorios obtidos a partir de dez sec¢des de cada fragmento branquial (n=10 por animal), e
analisadas utilizando os softwares Image J (National Institute of Health, EUA) e Image Pro-
Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).

Para as analises histopatologicas, as seguintes alteracdes branquiais foram
quantificadas: congestdo (CO), deformacdo filamentar (DF), deformacdo lamelar (DL),
destruicao lamelar parcial (DLP), encurtamento lamelar (EL), fusdo lamelar (FL), hiperplasia
filamentar (HF), hiperplasia lamelar (HL), aneurisma (NA), destrui¢do lamelar total (DLT),
fusdo filamentar (FF) e necrose (NE). As alteracdes foram contadas em 150 campos (10
campos x 15 animais) de cada espécie em cada area, obtendo-se o percentual para cada
alteracdo. Uma escala foi usada para facilitar a representacao do percentual de ocorréncia das
alteracdes, sendo (0) nenhuma ocorréncia, (+) ocorréncia de 1 a 20%, (++) ocorréncia de 21 a
50%, e (+++) ocorréncia de 51 a 100%.

Também foi obtido o IAH (indice de Alteragdo Histolégica), que leva em
consideragdo a ocorréncia de alteragdes e seu grau de severidade, conforme Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic, (1994). O calculo ¢ feito usando a férmula: IAH = 1.Y Al + 10.YA2 +
100.>.A3, onde Al sdo alteragdes do primeiro estddio, A2 sdo do segundo estadio e A3 do
terceiro estadio (Tabela 1). Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam funcionamento normal do
orgao, entre 11 e 20 indicam alteragdes leves, entre 21 e 50 alteragdes moderadas, entre 51 e
100 alteracdes severas, ¢ acima de 100 alteracdes irreversiveis.

As células mucosas e de cloreto foram quantificadas utilizando-se uma gradicula de
768 pontos, contando-se os pontos coincidentes sobre cada tipo celular na bradnquia como um

todo e dividindo-se pelos pontos totais coincidentes sobre o tecido branquial, para obtencao
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do percentual total de cada tipo celular; e contando-se os pontos coincidentes sobre cada tipo
celular nos filamentos e nas lamelas branquais de forma independente, e dividindo-se pelos
pontos coincidentes sobre filamentos e lamelas, respectivamente, para obtencdo dos
percentuais de cada tipo celular por estrutura branquial.

As seguintes histometrias foram realizadas: area decélula mucosa e area de célula de
cloreto, em que aleatoriamente 300 células de cada tipo (Pittman et al., 2011) foram
mensuradas, sendo expressa em um?; comprimento lamelar; didmetro filamentar; didmetro da

lamela e altura do epitélio filamentar, expressos em pum.

Tabela 1. Classificacdo das alteragdes histopatologicas das branquias conforme com o grau
de severidade de acordo com POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC (1994).

Alteracoes Histopatologicas Estadios

Congestao (CO) I
Deformacao filamentar (DF)

Deformagao lamelar (DL)

Destruicao lamelar parcial (DLP)

Encurtamento lamelar (EL)

Fusao lamelar (FL)

Hiperplasia filamentar (HF)

Hiperplasia lamelar (HL)

Aneurisma (AN) II
Destruig¢ao lamelar Total (DLT)
Fusao filamentar (FF)

Necrose (NE) I

2.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism (versdo
6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste D'Agostino-Pearson foi
utilizado para verificar a normalidade dos dados, e quando ocorreu distribuicao normal, foi
realizada a comparacdo das médias por meio do teste t ndo pareado, e quando a distribuicao
dos dados ndo atendeu a normalidade, foi realizado o teste t com corre¢cdo de Mann-Whitney
ao nivel de 5% de significancia (P<0,05). Os dados expressados em porcentagem foram

calculados pela transformagdo angular depois da quantificacdo. Para analise estatistica de
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frequéncia foi realizado o teste de Fisher. Os dados foram expressos como média + erro

padrdo da média (Mean + SEM).

3. Resultados

3.1 Dados biométricos corporais

Os dados biométricos sdo apresentados na tabela 1. A média do comprimento total do
cara na area ndo afetada foi 14,6 + 0,5 cm, e na area afetada foi 14,9 £ 0,6 cm. O peso médio
foi 51,9 £ 26,8 g na area nao afetada, e na area afetada foi 62,3 + 34,3 g. A tilapia apresentou
comprimento total na area ndo afetada de 17,5 + 3,3 cm, e na area afetada foi 26,2 + 4,8 cm,
j& o peso na area nao afetada foi 125,9 + 19,4 g e na area ndo afetada 326,5 + 36,0 g.

Tabela 2. Comprimento total e peso de card e tilapia coletados em area nao afetada (NAFC e

NAFT, respectivamente) e area afetada (AFC e AFT, respectivamente) pelo rompimento da
barragem de Mariana - MG.

Comprimento Peso
NAF AF NAF AF
Cara 14,6 14,9 51,9 62,3*
Tilapia 17,5 26,2 125,9 326,6*

Dados biométricos de cara e tilapia. *Indica diferenca significativa pelo test t ao nivel de 5%
de significancia.

3.2 Concentraciao de metais pesados no sedimento e nas branquias

Houve presenca de metais pesados nas branquias dos animais de ambas as areas ¢ as
maiores concentragdes foram detectadas nos animais da area afetada (Figura 2). A ordem
decrescente das concentragdes de metais pesados nas branquias do card na area ndo afetada
foi: Fe > Al > Zn > Mn > Pb > Ni > Cd > Cu > Cr > Co; e na area afetada foi: Fe > Al > Mn >
Zn >Ni> Cu > Pb > Cd > Cr > Co. Em relacao a tilapia teve-se Al > Fe > Zn > Mn > Pb > Ni
> Cd > Cr > Cu > Co na area nao afetada; e Al > Fe > Mn > Zn > Ni > Pb > Cd > Cr > Cu >

Co na area afetada.
3.3 Histopatologias

Tanto o card quanto a tildpia apresentaram alteragdes patologicas nas branquias. Entre
elas destacam-se congestao, deformacao filamentar e lamelar, destrui¢do lamelar parcial,

encurtamento lamelar, fusdo lamelar, hiperplasia filamentar e lamelar, aneurisma, destrui¢ao
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lamelar total e fusdo filamentar (Figuras 3 e 4). As alteracdes mais comuns € suas respectivas
frequéncias sdo mostradas nas tabelas 2 e 3. As mais frequentes no cara, em ambas as areas,
foram deformacao lamelar e hiperplasia lamelar, com frequéncia superior a 80%, sendo mais
significativas na 4rea afetada. Na tildpia os valores foram menores, mas também
predominaram a hiperplasia e deformagdo lamelares, além da hiperplasia e deformagao
filamentares, em ambas as 4reas, com maior frequéncia na area afetada. O [ndice de Alteracao
Histoloégica (IAH) indicou funcionamento normal das branquais de ambas espécies nas duas
areas, entretanto este indice foi maior para a tildpia da area afetada, com diferenca
significativa (Tabela 4).

As células mucosas e as células de cloreto foram observadas nas branquias dos peixes
de ambas as areas, especialmente no epitélio filamentar (Figuras 5 e 6). O percentual total de
células mucosas foi diferente somente para a tildpia, com percentual maior naquelas da area
afetada (Figura 7); e para as células de cloreto ndo houve diferenga entre as areas para ambas
espécies (Figura 8). Em relagdo a quantificagdo dos tipos celulares em cada estrutura,
filamento e lamela, observou-se que as células mucosas foram mais numerosas no filamento
da tildpia da area afetada, comparada com a ndo afetada, € em menor niimero na lamela do
cara da area afetada (Figura 7). J4 em relacdo as células de cloreto ndo houve diferenga
significativa no percentual por estrutura branquial em ambas espécies (Figura 8). As medi¢des
histométricas demostraram maior area de célula mucosa no card da area afetada (Figura 9).
Nao houve diferenca significativa da area de célula de cloreto em ambas espécies nas duas
areas, assim como para o comprimento da lamela (Figuras 9 e 10). O didmetro do filamento e
a altura do epitélio filamentar do cara foram maiores na area afetada (Figura 9). Para a tilapia,
a analise demonstrou didmetro filamentar também maior na area afetada, entretanto o

diametro lamelar e a altura do epitélio filamentar foram menores (Figura 10).
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Figura 2. Concentragdo de metais pesados nas branquias de Cara e Tilapia coletados em area
ndo afetada (NAFC e NAFT, respectivamente) e area afetada (AFC e AFT, respectivamente)
pelo rompimento da barragem de Mariana-MG. Dados em média + desvio-padrao. * Indica
diferenca significativa, pelo teste t ou teste Mann-Whitney, ao nivel de 5% de significancia.



Figura 3. Fotomicrografias de secgdes histologicas evidenciando as alteragdes branquiais
encontradas no card Geophagus brasiliensis, coletado na area ndo afetada (A, B e C), e
afetada (D, E e F) pelo rompimento da barragem de Mariana-MG. Colora¢do azul de
toluidina. A) Demostrando estrutura branquial normal, F: filamento e L: lamela. Deformagao
lamelar (seta), deformagdo filamentar (circulo), hiperplasia filamentar (estrela), hiperplasia
amelar (cabega da seta), encurtamento lamelar (seta pontilhada), destrui¢ao lamelar total (seta
preenchida grande), fusdo filamentar (circulo pontilhada).




Figura 4. Fotomicrografias de secgdes histologicas evidenciando as alteragdes branquiais
encontradas na tilapia Oreochromis niloticus, coletado na areas ndo afetada (A), e afetada (B,
C, D, E e F) pelo rompimento da barragem de Mariana-MG. Colorag@o azul de toluidina. A)
Demostrando estrutura branquial normal, F: filamento e L: lamela. Congestdo (raio),
deformacdo lamelar (seta), deformacdo filamentar (circulo), hiperplasia filamentar (estrela),
hiperplasia lamelar (cabega da seta), encurtamento lamelar (seta pontilhada), fusdo lamelar
(seta pontilhada grande), aneurisma (cruz).




Figura 5. Fotomicrografias de sec¢des histologicas evidenciando as células mucosas (setas)

de cara Geophagus brasiliensis (A-area ndo afetada; B=Area afetada) e em tilapia
Oreochromis niloticus (C-area ndo afetada; D=Area afetada), Coloracdo: PAS+AB.

Figura 6. Fotomicrografias de secg¢des histoldgicas evidenciando as células de cloreto
(circulo) em cara Geophagus brasiliensis (A-area ndo afetada; B=Area afetada) e em tilapia
Oreochromis niloticus (C-area ndo afetada; D=Area afetada), Coloragdo: azul de toluidina.
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Tabela 2. Frequéncia de histopatologia branquiais de cara e tildpia coletados em area nao
afetada (NAFC e NAFT, respectivamente) e area afetada (AFC e AFT, respectivamente) pelo
rompimento da barragem de Mariana - MG.

Histopatologia NAFC AFC NAFT AFT
Cco 0 0 0 +
DF ++ ++ + +%
DLA +++ - ++ +H+*
DL + ++ 0 +*
EL ++ -k 0 +*
FL + +* + +*
HL +++ A% ++ +++
HF ++ ++ ++ +++
NA 0 +* 0 +*
DLT + + 0 0
FF 0 + 0 0
NE 0 0 0 0

Média 3,62 4,28 1,09 2,82%

Congestao (CO), deformacao filamentar (DF), deformacao lamelar (DLA), destrui¢ao lamelar
parcial (DL), encurtamento lamelar (EL), fusdo lamelar (FL), hiperplasia lamelar (HL),
hiperplasia filamentar (HF), aneurisma (NA), destrui¢ao lamelar total (DLT), fusdo filamentar
(FF) e necrose (NE). 0 = nenhuma, + = frequéncia de 1 a 20%, ++ = frequéncia de 21 a 50%,
+++ = frequéncia de 51 a 100%. Os estagios de classificacdo foram baseados em Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994), conforme a severidade das histopatologias. *Indica diferenga
significativa pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 7. Percentual de células mucosas e de cloreto em branquias de Cara e Tilapia,
respectivamente, coletados em area ndo afetada (NAFC/NAFT) e area afetada (AFC/AFT)
pelo rompimento da barragem Mariana-MG. Dados expressos em média + desvio-padrao.
*Indica diferenca significativa pelo test t ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 9. Dados histométricos de estruturas branquiais do cara coletados em area ndo afetada
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Mariana-MG. Dados em médias =+ desvio padrdo. *Indica diferenga significativa pelo test t ao
nivel de 5% de significincia.
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Figura 10. Dados histométricos de estrutras branquais de Tildpias coletadas em area nao
afetada (NAFT) e area afetada (AFT) pelo rompimento da barragem de rejeitos de mineragao
em Mariana-MG. Dados em médias + desvio padrio. *Indica diferenga significativa pelo test t
ao nivel de 5% de significincia.
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4. Discussao

De acordo com os resultados biométricos de comprimento e peso, ndo houve diferenca
significativa entre os caras das areas afetada e ndo afetada pelo rompimento da barragem. Para
a tilapia foram encontrados maiores valores de comprimento e peso corporal na area afetada.
De qualquer forma, os cards coletados neste trabalho, em ambas as areas, apresentaram
comprimento total aquém do esperado para um adulto, podendo se tratar de um individuo
jovem ou de um adulto pouco desenvolvido, j& as tildpias tiveram peso e comprimento
esperado (Abdel-Moneim et al., 2012b; Doria et al., 2017).

Alguns estudos demonstraram que certos metais pesados como ferro, chumbo, cobre,
cromo, cadmio e zinco afetam a taxa de crescimento e desenvolvimento dos peixes (Abdel
Hakim et al., 2016; Authman, 2015; Baker et al., 1997; Yu et al., 2017). Ressaltamos a
dificuldade de encontrar individuos maiores de ambas as espécies e em ambas as areas, o que
corrobora os achados da quantificacdo de metais pesados encontrados em altos niveis nas
branquias do cara e da tilapia, sendo as concentracdes de aluminio e ferro as maiores em
compara¢do com 0s outros metais mensurados. Apds o rompimento da barragem, em agosto
de 2016, o aluminio foi encontrado na 4gua do rio Doce em concentragdes acima do permitido
(cerca de 2 vezes) por Carvalho et al. (2017), e também pelo nosso grupo de pesquisa no
comego de 2019 (dados ainda nao publicados). Carvalho e colaboradores (2017) chamaram
atencao para os altos niveis de cobre no rio Doce, cerca de 86 vezes acima do permitido pela
legislacdo brasileira. Nas andlises de agua feitas pelo nosso grupo, o cobre também esteve
presente em niveis maiores que o permitido (cerca de 2 vezes acima), mas em ambas as areas,
afetada e ndo afetada pelo rompimento da barragem, assim como o ferro (cerca de 3 vezes
acima do permitido).

A presenca de certos metais como o aluminio, ferro, manganés, niquel € mesmo o
cobre, em concentragdes baixas, pode ser devida a natureza mineraldgica da regido, tendo
sido encontrados também em locais nao atingidos pela lama (Carvalho et al., 2017b). Embora
a Mineradora Samarco tenha afirmado categoricamente que a lama de rejeitos nao ¢ toxica,
especialistas divergem e, de qualquer forma, acredita-se que a enxurrada de lama tenha
carregado metais pesados oriundos de garimpos ilegais e/ou expostos metais sedimentados ao
longo dos anos pela atividade mineradora da regido (ANA, 2016; Carvalho et al., 2017b;
Sanchez et al., 2018), centrada principalmente na extragao de ferro e mangangs, e as extragdes
de ferro se concentram principalmente nas cabeceiras do rio Piracicaba e do rio do Carmo, os

principais afluentes do rio Doce, aumentando assim as concentragdes destes metais. Além
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disso, como os cursos d’agua de varios rios da bacia desempenham o papel de canais
receptores e transportadores dos rejeitos e efluentes provenientes da minerag@o e outras agdes
antropicas, a qualidade da 4gua se deteriora, afetando a satide dos animais € do homem (ANA,
2016).

Com alteragdes no ambiente, a branquia ¢ o primeiro 6rgdo a reagir a condigdes
desfavoraveis (Benli et al., 2008), por estar em contato direto com a agua e possuir uma
grande area de superficie coberta por uma camada de células epiteliais € com vasta
vascularizagdo para facilitar as trocas gasosas € outros processos vitais, que permitem a
entrada de contaminantes (Dang et al., 2019; Machado, 1999; Poleksic and Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Ribeiro et al., 2014). Assim, a exposi¢cdo a contaminantes ¢ susceptivel de
induzir um grande numero de lesdes nas branquias (Abdel-Moneim et al., 2012b, 2012a;
Authman, 2015; Benli et al., 2008; Doria et al., 2017; Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994;
Schwaiger et al., 1997), que tém sido intensamente utilizadas como modelo para estudos de
impacto ambiental, tendo em vista que qualquer alteragdo neste 6rgdo pode comprometer a
homeostase e sobrevivéncia dos peixes (Ballesteros et al., 2007; Doria et al., 2017; Korkmaz
et al., 2009; Pandey et al., 2008; Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994; van der Oost et al.,
2003).

Neste trabalho, varias alteracdes histologicas foram encontradas nas branquias do cara
e da tilapia, especialmente aqueles da area afetada, ressaltando-se, pela sua alta frequéncia, as
hiperplasias filamentar e lamelar e a deformagao lamelar. Tais modifica¢des sdo induzidas por
altas concentracdes de metais pesados na dgua (Abdel-Khalek, 2015; Abdel-Moneim et al.,
2012b; Mallatt, 1985).

Acredita-se que os efeitos de metais pesados sobre o tecido branquial podem causar a
proliferacdo celular excessiva (Abdel-Moneim et al., 2012b; Fonseca et al., 2017; Kantham
and Richards, 1995; Singhadach et al., 2009), e este fato pode ser atribuido a uma adaptacao
ao meio ambiente poluido, a fim de proteger o o6rgdo contra a entrada excessiva dos
contaminantes hidricos por meio dos vasos sanguineos, que resultara na reducao da superficie
branquial prejudicando a sua funcio (Fonseca et al., 2017; Mallatt, 1985; Ribeiro et al., 2014;
Singhadach et al., 2009; Strzyzewska et al., 2016). Corroborando com esta informagao, no
presente estudo as hiperplasias foram mais frequentes no cara e na tilapia da area afetada, em
que os niveis de metais pesados foram maiores. No card, tais hiperplasias foram
acompanhadas de aumento no didmetro filamentar e na altura do epitélio filamentar, assim
como aumento na area da célula mucosa no filamento. Apesar da média do didmetro lamelar e

altura do epitélio filamentar serem maiores na area nao afetada, isso pode indicar que este
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ambiente também esteja contaminado, visto que, os metais pesados estdo presentes em varios
produtos e processos industriais e nenhum meio esté isento da a¢do antropica.

Problemas vasculares como congestao e aneurisma foram pouco frequentes no cara e
na tilapia, sendo a maior parte das lesdes branquiais presentes no epitélio, como discutido
anteriormente. Disturbios circulatérios podem ocorrer em peixes quando ha um estresse mais
grave (Abdel-Moneim et al., 2012b; Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994). O surgimento
de aneurisma e congestao ¢ decorrente de danos as células pilares, responsaveis pelo controle
do fluxo sanguineo, que provoca um aumento do fluxo na lamela, seguida de dilatacao do
canal marginal, e a degeneracdo destas células compromete processos essenciais como a troca
fisiologica, e favorece a incidéncia da patologia (Brunelli et al., 2008; Macirella and Brunelli,
2017; Oliva et al., 2009; Oliveira Ribeiro et al., 2002; Rosety-Rodriguez et al., 2002; van den
Heuvel, M et al., 2000).

O encurtamento e a destruicdo lamelar parcial foram encontrados no cara e na tilapia,
especialmente na area afetada, entretanto o comprimento lamelar médio de ambas espécies
nao foi diferentemente significativo entre as areas, embora houvesse uma tendéncia a ser
menor na area afetada. Alguns autores relatam que a exposi¢ao de contaminantes no ambiente
provoca degeneragdo celular, eventualmente desencadeando necrose, por meio do
encurtamento e destruicdo das lamelas (Abdel-Khalek, 2015; Lakani, Bagherzadeh et al.,
2013; Mazon et al., 2002; Rodrigues et al., 2011). Essas patologiais resultam na diminui¢ao
da érea respiratoria e consequentemente no consumo de oxigénio, além de alteragdes na
processo osmorregulatorio (Kumar et al., 2017; Saravana Bhavan, 2000). A necrose,
considerada uma lesao severa (Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994), ndo foi observada nos
peixes do presente trabalho.

Os resultados indicam que os metais pesados, mesmo em concentracdes altas e
provocando alteragdes nas branquias do card e da tildpia, ndo comprometeram a
funcionalidade deste 6rgao, tendo em vista o baixo indice de alteracao histoldgica estipulado
por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). A branquia ¢ um O6rgdo multifuncional que
participa de varios processos essenciais como transporte de ions, troca gasosa, regulacdo
acido-base ¢ excrecdo (Abdel-Moneim et al., 2012b; Dash et al., 2018; Machado, 1999,
Mallatt, 1985; Mazon et al., 2002; Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994; Ribeiro et al.,
2014). Assim, tanto o metal dissolvido em agua como aqueles obtidos por meio da
alimentacdo, atingem as branquias por meio do epitélio branquial dos vasos sanguineos, esao
acumulados no 6rgdo (Alvarado et al., 2006; Harrison and Klaverkamp, 1989). Acreditamos

que os metais pesados nas branquias possam estar em transito € ndo necessariamente
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acumulados, o que justifica sua presenca em elevados niveis, porém, sem maiores prejuizos
ao o6rgdo. Além disso, mecanismos adaptativos podem ter sido desenvolvidos para dificultar a
entrada e otimizar a eliminagdo destes metais, além de mecanismos compensatorios para
manter as funcdes basicas do drgao e garantir a sobrevivéncia do organismo.

O percentual total de células mucosas e o percentual nos filamentos branquiais da
tilapia, assim como a area de célula mucosa nas branquias do cara, foi maior na area afetada,
indicando uma adaptagao para protecao contra os metais pesados ou outros toxicos (Reverter
et al., 2018; Shephard, 1994; Tao et al., 2000), ¢ talvez até para elimina¢do dos mesmos
através da secre¢do (Dang et al., 2019; Reverter et al., 2018), impedindo alteragdes mais
intensas (Powell et al., 1992). As células mucosas também atuam na regulacdo osmotica e
difusdo de ions (Diaz et al., 2001; Shephard, 1994), e como os metais pesados podem inibir o
transporte i6nico, o aumento no numero de células mucosas pode ocorrer como um
mecanismo compensatorio (Dang et al., 2019; Dash et al., 2018). Por outro lado, hé estudos
que indicam diminui¢do e degeneragdo de células mucosas nas branquias de peixes expostos a
ambientes contaminados por metais (Garcia-Reyero et al., 2015; Hawkins et al., 2015, 2014),
0 que observamos nas lamelas do card da area afetada, podendo ser atribuido aos diferentes
estadios das alteragdes histopatologicas, visto que a exposicdo aguda dos contaminantes eleva
a quantidade de células mucosas para prote¢do ao estresse incial, mas depois de algum ha
redugdo como consequéncia patologica (Garcia-Reyero et al., 2015; Hawkins et al., 2015,
2014; Strzyzewska et al., 2016).

Dos metais encontrados em altos niveis no card e na tilapia, especialmente da area
afetada, chamam atencao o zinco, cadmio e chumbo, que podem interferir na homeostase do
calcio, por ser antagonista deste ion, usando as vias de absorcdo dos metais pesados para
entrar no organismo do animal (Bury and Wood, 1999; Macdonald et al., 2002; Rogers et al.,
2003; Rogers, 2004). Como ha alteracdo na concentracdo de diferentes ions no plasma, o
organismo tem que neutralizar essas perturbagdes ionicas (Rogers et al., 2003). De acordo
com dados na literatura, na exposi¢ao de metais pesados como o chumbo, uma maneira de
restabelecer a concentragdo normal ¢ aumentar absor¢ao de ions plasmaticos, com a producao
de uma nova populacdo de células de cloreto (Mancera and McCormick, 2007; Ramesh et al.,
2009). No nosso trabalho, ndo foi observado diferenga no percentual ou area de células de
cloreto nas branquias do carda ou da tildpia, possivelmente porque ndo houve impacto

suficiente para que tal alteragdo ocorresse.
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5. Conclusao

As branquias do cara e da tilapia coletados nas areas afetada e ndo afetada pelo
rompimento da barragem apresentaram altos niveis de metais pesados, com predominio nos
peixes da area afetada, permitindo concluir que direta ou indiretamente, o desastre ambiental
resultou em maior contaminacdo por estes elementos. Alteragdes histoldgicas branquiais
foram encontradas em ambas as espécies, e mais frequentes nos exemplares da area afetada,
permitindo relacionar estas alteracdes com a presenga dos metais. As alteragcdes parecem nao
ter comprometido a funcionalidade das branquias, e podem ter atuado como mecanismos

adaptativos e/ou compensatorios.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado " Analises de toxicidade por metais pesados em peixe da Bacia
do Rio Doce, apos rompimento de barragem de rejeitos em Mariana — MG", protocolo n° 0101/2018, sob a
responsabilidade de Sirlene Souza Rodrigues Sartori - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da experimenta¢do animal
(concea), e foi apreciado pela comissio de ética no uso de animais de produgio da universidade federal de vigosa
(ceuap-ufv) em reunido de 30 de Nov. de 2018.
Fnalidade: ( X )Pesquisa ( )Ensino
Vigéncia do Projeto: de 16 de Abr. de 2019 a 30 de Jul. de 2019
Espécie/linhagem: Peixes (Geophagus brasilensis, Oreochromis niloticus) N° de animais: 120
Peso: 30 g Idade: "-————"  Sexo: "-——-—-"  Origem: Rios Doce e Piranga - Endereco: Municipio de Santa
Cruz do Escalvado. Responsavel: Leticia Valadares Ballotin Cnpj/CPF:114.193.656-90

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Analysis of toxicity by heavy metals in fish from the Rio Doce
Basin, after the rupture of tailings dam in Mariana - MG", protocol n° 0101/2018, under the responsibility of
Sirlene Souza Rodrigues Sartori - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum chordata, subphylum vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in
accordance with the law n°. 11.794, of October 8, 2008, Decree n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by
the Brazilian National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics
Commission on the use of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) i its meeting on
Nov, 30th, 2018.
Finality: (X )Research ( )Education
Duration of the Project: from Apr, 16th, 2019 to Jul, 30th, 2019.
Species / strain: Fish (Geophagus brasilensis, Oreochromis niloticus) N° of animals: 120
Weight: 30 g Age: "-——-"  Sex: "-—-"  Source: Rios Doce e Piranga - Endereco: Municipio de Santa
Cruz do Escalvado. Responsavel: Leticia Valadares Ballotin Cnpj/CPF:114.193.656-90
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 55430-2 Data da Emissao: 26/04/2018 09:34 Data para Revalidacao*: 26/05/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissé&o.

Dados do titular

Nome: FREDERICO MACHADO DE PINHO CPF: 050.107.176-89

Titulo do Projeto: Projeto Pira: Revitalizagéo da ictiofauna nativa do rio Doce

Nome da Instituigdo : UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA ICNPJ: 25.944 455/0001-96

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano) |
1 | Levantamento da ictiofauna na bacia do rio Doce. MG-ES 09/2016 10/2017
2 | Levantamento da ictiofauna na bacia do rio Doce. MG-ES 02/2018 02/2020

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temitdrio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, matenais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
5 |como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrucdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

4 A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizacao e os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populaces do grupo taxonomico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violagao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,
6 | omissao ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislacdo ileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacdo que dispbe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informacées em www.mma.gov.br/cgen.

8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condigdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungao CPF Doc. Identidad Nacionalidad
1 | JORGE ABDALA DERGAM DOS SANTOS Coordenador de ictiofauna___| 071.642.298-05 M5.464.800 SSP-MG Brasileira

2 | FREDERICO FERNANDES FERREIRA Bidlogo ictidlogo 083.925376-10 MG-13.988.962 SSP-MG Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF_[Descricao do local Tipo
1 | PONTE NOVA MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal
2 | MARIANA G acia do rio Doce Fora de UC Federal
3 | BARRA LONGA MG acia do rio Doce Fora de UC Federal
[4_| SANTA CRUZ DO ESCALVADO G acia do rio Doce Fora de UC Federal
5 | RIO CASCA MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal
6 [ SAO DOMINGOS DO PRATA MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal
7 | IPATINGA MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal
8 |NAQUE MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticag&@o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio gov.br/sisbio).
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Dados do titular

Nome: FREDERICO MACHADO DE PINHO CPF: 050.107.176-89

Titulo do Projeto: Projeto Pira: Revitalizagéo da ictiofauna nativa do rio Doce
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9 [GALILEIA MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal

10 | GOVERNADOR VALADARES MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal

11 | AMORES MG Bacia do rio Doce Fora de UC Federal

12 | COLATINA ES Bacia do rio Guandu Fora de UC Federal

13 | LINHARES ES Bacia do rio Doce Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Actinopterygii

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Actinopterygil

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Actinopterygii (*Qtde: 15)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1_| Amostras biologicas (Peixes) Fragmento de tecido/orgao, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele

Tarrafa, Rede de arrasto de meia-agua (tragao motorizada), Coleta manual, Armadilha (covo, manzua,
potes para polvos, substrato especifico, manilha e variagdes), Peneira, Anzol e linha (op.manual):linha
de méo,de corso,carretilha,molinete,corrico,vara e isca viva, Captura manual, Rede de emalhar
(emalhe de deriva, de fundo, malhadeiras, caceio, feiticeiras tresmalhos e cacoeira), Puca

2 | Método de captural/coleta (Peixes)

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA colecdo
2 | Fundagao Arthur Bernardes colecao

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticag&@o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 55430-2 Data da Emissao: 26/04/2018 09:34 Data para Revalidacdo*: 26/05/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: FREDERICO MACHADO DE PINHO EPF: 050.107.176-89

Titulo do Projeto: Projeto Pira: Revitalizagéo da ictiofauna nativa do rio Doce

Nome da Instituigdo : UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA ICN PJ: 25944 455/0001-96

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licengca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Coleg¢des Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondémico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagé@o abaixo, qualquer cidad&@o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio gov.br/sisbio).
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