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RESUMO

PIRES, Allan Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Analise das concentracoes de metais, perfil oxidativo e avaliacao
histopatolégica em cinco espécies de peixes do Rio Doce, Brasil, apos o
rompimento da barragem de Fundao. Orientadora: Reggiani Vilela Gongalves.

Apos o colapso da barragem de rejeitos em Mariana, em Minas Gerais, no sudeste
brasileiro, persistem varias incertezas sobre os impactos a longo prazo desse
desastre. Baseado nisto, este estudo teve como objetivo avaliar o impacto do fluxo de
lama em cinco espécies de peixes coletadas em diferentes locais do Rio Doce, por
meio de analises de concentragdes de metais (com foco em 12 metais), perfil oxidativo
dos tecidos (incluindo enzimas antioxidantes e biomarcadores de estresse oxidativo)
e analises histopatolégicas. As espécies Hypostomus affinis, Lophiosilurus alexandri,
Loricariichthys castaneus e Hoplias intermedius mostraram-se mais afetadas em
relacdo aos tecidos branquiais, enquanto Lophiosilurus alexandri, Hypostomus affinis,
Oligosarcus acutirostris e Loricariichthys castaneus apresentaram os maiores danos
no figado. Dentre todas as espécies testadas, H. affinis e L. alexandri demonstraram
ser as mais vulneraveis aos danos oxidativos e histopatolégicos associados as
elevadas concentragdes de arsénio (As). Em areas afetadas, os peixes apresentaram
uma bioacumulagéo significativa de arsénio nos tecidos, destacando-se como o metal
mais prevalente. Além do arsénio, detectou-se a presenca de niquel, ferro e cobre
bioacumulados em algumas espécies de peixes coletados nessas areas. As altas
concentracbes de arsénio correlacionaram-se positivamente com algumas das
histopatologias encontradas, como esteatose hepatica e hiperplasia interlamelar nas
branquias. Os resultados deste estudo fornecem uma base para avaliar as novas
condigdes que as espécies se encontram, sendo relevantes para estudos futuros de
monitoramento, destacando a importancia da continuidade das pesquisas nessa area
para uma melhor compreensao e gestao dos ecossistemas afetados.

Palavras-chave: Metais Pesados. Estresse Oxidativo. Barragem de Rejeitos.
Histopatologia.



ABSTRACT

PIRES, Allan Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2024.
Analysis of metal concentrations, oxidative status, and histopathological
evaluation in five species from Doce River, Brazil, after Fundao dam collapse.
Adviser: Reggiani Vilela Gongalves.

After the collapse of the tailings dam in Mariana, Minas Gerais, in the southeastern
region of Brazil, several uncertainties persist regarding the long-term impacts of this
disaster. Based on this, this study aimed to assess the impact of mudflow on five fish
species collected at different locations in the Doce River, through analyses of metal
concentrations (focusing on 12 metals), oxidative profile of tissues (including
antioxidant enzymes and oxidative stress biomarkers), and histopathological analyses.
The species Hypostomus affinis, Lophiosilurus alexandri, Loricariichthys castaneus,
and Hoplias intermedius were found to be more affected in terms of gill tissues, while
Lophiosilurus  alexandri, Hypostomus affinis, Oligosarcus acutirostris, and
Loricariichthys castaneus showed the greatest damage in the liver. Among all tested
species, H. affinis and L. alexandri were found to be the most vulnerable to oxidative
and histopathological damage associated with high concentrations of arsenic (As). In
affected areas, fish showed significant bioaccumulation of arsenic in tissues, standing
out as the most prevalent metal. Besides arsenic, the presence of bioaccumulated
nickel, iron, and copper was detected in some fish species collected in these areas.
High concentrations of arsenic positively correlated with some of the histopathologies
found, such as hepatic steatosis and interlamellar hyperplasia in the gills. The results
of this study provide a basis for assessing the new conditions that species are facing,
being relevant for future monitoring studies, highlighting the importance of ongoing
research in this area for a better understanding and management of affected
ecosystems.

Keywords: Heavy Metals. Oxidative Stress. Tailing Dam. Histopathology.
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1. REVISAO DE LITERATURA

A atividade de extracdao mineral exerce uma funcéao de destaque na economia
brasileira, desempenhando papel fundamental na aquisicdo de diversos recursos
minerais, tais como ferro, ouro, litio, nidbio, entre outros (“Secretaria Nacional de
Geologia, Mineragéo e Transformacao Mineral - SNGM”, 2021). A pratica da extracao
mineral ocorre em distintas areas do territério nacional, sendo notavel a
predominancia na regiao Sudeste, que abriga a maior parte das reservas minerais (DE
CARVALHO et al., 2014).

A mineracao no Brasil € normatizada pelo Cédigo de Mineragéo, o qual define
as diretrizes para a concessao de autorizacdes de exploragdao mineral. Dessa forma,
empresas que pretendem explorar uma area especifica devem obter uma licenga
ambiental, emitida pelo 6rgdo ambiental competente, por meio da realizacdo de
avaliagbes de impacto ambiental (MARTINS, 2017).

Entretanto, a atividade mineradora também pode acarretar consequéncias
adversas para o ecossistema e o bem-estar humano, tais como a poluicdo do solo, da
agua e do ar devido a presenca de metais pesados e outros compostos quimicos
empregados durante a etapa de extracao (FARIA et al., 2023). Nesse sentido, com o
proposito de restringir os residuos provenientes das atividades extrativistas, séo
erguidas barragens de rejeitos, com o intuito de prevenir o contato desses detritos
com outros segmentos dos cursos d’agua (SOBREIRA, 2021). A contaminagéo
decorrente dos residuos, especialmente metais pesados, tem o potencial de afetar
tanto a fauna quanto a flora dos ecossistemas aquaticos e terrestres, comprometendo
a ciclagem de nutrientes e a biodiversidade da regido (BRIFFA; SINAGRA;
BLUNDELL, 2020; TCHOUNWOU et al., 2012).

O colapso de barragens de rejeitos de mineracao configura-se como uma das
principais ameacas de impacto ambiental associadas a préatica de mineragdo (WU et
al., 2022). Um notavel exemplo € a ruptura da barragem de Fundao, localizada em
Mariana, Minas Gerais, em 2015, que representou um dos maiores desastres
ambientais ja ocorridos no Brasil (ASCOM/IBAMA, 2016). A estrutura, destinada ao
armazenamento de rejeitos de mineracgéo, colapsou, liberando aproximadamente 50
milhdes de metros cubicos de lama e residuos téxicos na bacia do Rio Doce
(NASCIMENTO et al.,, 2022). Esse incidente gerou impactos substanciais nos
ecossistemas aquaticos (SCHETTINI; HATJE, 2020) e terrestres (COELHO et al.,
2020), resultando também em danos as comunidades locais (DELL’ARINGA et al.,
2022).

Uma das principais complica¢des decorrentes do rompimento na barragem de
Fundao foi o fato de que a lama téxica liberada continha uma elevada concentragao
de metais pesados, como ferro, manganés, chumbo, cromo, arsénio e mercurio, 0S
quais foram dispersos na bacia do Rio Doce (DAVILA et al., 2020). Estes elementos
de peso molecular elevado séo altamente téxicos, sendo capazes de induzir uma série
de efeitos adversos tanto na saude humana quanto na fauna (Fu & Xi, 2019;
TCHOUNWOU et al., 2012). Tais elementos tém a capacidade de se bioacumular nos
tecidos de organismos vivos, provocando danos significativos nos sistemas nervoso,
cardiovascular, hepatico e renal, bem como em outros 6rgaos. Adicionalmente, a
exposicao a esses metais pesados pode resultar em disturbios no desenvolvimento
infantil e aumentar a suscetibilidade ao cancer em individuos adultos (REHMAN et al.,
2017).
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A solubilidade inerente a esses metais facilita sua assimilagéo pelas espécies
aquaticas, conferindo a agua um papel fundamental como canal primordial de
interacao entre os contaminantes e os organismos aquaticos (KAHLON et al., 2018).
A natureza persistente desses elementos impede sua degradacdo espontanea,
atribuindo-lhes uma notavel propensdo a bioacumulacdo nos tecidos e érgaos de
organismos aquaticos. Tal fenbmeno conduz a alteracdes significativas nos aspectos
bioquimicos e alteragbes histopatoldgicas nessas espécies, desencadeando impactos
adversos na saude e na integridade fisiolégica dos organismos (SHAHJAHAN et al.,
2022).

Nesse cenario, 0s peixes emergem como modelos propicios para
investigacbes toxicoldgicas em determinados cursos d’agua, dada a tendéncia de
bioacumulacdo de metais em seus tecidos. A selecao desses organismos como
indicadores revela-se estratégica para a avaliagdo da presencga e do potencial impacto
desses elementos no ecossistema aquatico, proporcionando uma compreensao
abrangente dos efeitos adversos associados a contaminagéo por metais (PRAGNYA
et al., 2021).

Os metais pesados sado caracterizados por sua configuracdo eletronica
instavel e por isto apresentam-se como grandes aceptores de elétrons. Esta
instabilidade na nuvem eletrbnica aumenta a capacidade destes compostos de
receberem e doarem elétrons, por isso sdo considerados elementos propensos a
assumirem o papel de radicais livres (RL) (ENGWA et al., 2019). Este atributo lhes
confere a capacidade de participar em reagdes redox, induzindo, assim, um contexto
propicio para a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). A elevada producao
dessas espécies compromete a homeostase celular, especialmente por promover
danos lipidicos, alteracdes no DNA e modificacdes proteicas (JOMOVA et al., 2023).
O desdobramento desses eventos contribui para o estabelecimento de um estado
celular e tecidual conhecido como estresse oxidativo, fendbmeno intrinsecamente
associado a um desequilibrio entre os processos de formagéo e degradacédo de RL e
EROs dentro das células. No ambito celular, este desequilibrio provoca uma cascata
de eventos danosos, comprometendo a integridade estrutural e funcional das células
(KOPOTKOB, 2023). Em nivel tecidual, o estresse oxidativo pode culminar em altera¢des
prejudiciais, potencialmente desencadeando disfungdes em érgaos vitais (HAJAM et
al., 2022).

O arsénio € um elemento quimico presente em abundancia na natureza.
Embora seja categorizado formalmente como um metaloide, devido as suas
propriedades que exibem caracteristicas tanto de metais quanto de ndo-metais, é
amplamente reconhecido como um metal pesado na area da toxicologia. Essa
classificacao se deve principalmente a sua notéria capacidade de bioacumulagdo em
organismos vivos, conforme apontado por JOMOVA et al. em 2011. Os estados de
oxidagdo predominantes do arsénio incluem +5, +3 e -3, nos quais o elemento
demonstra a capacidade de criar compostos tanto inorganicos quanto organicos.
Quando associado a outros elementos como oxigénio, enxofre e cloro, € denominado
arsénio inorganico, enquanto em combinagdo com hidrogénio e carbono, é referido
como arsénio organico (ORLOFF et al., 2009). Algumas pesquisas corroboraram a
producdo de radicais livres durante o metabolismo do arsénio, tanto na forma de
oxigénio reativo quanto de nitrogénio reativo, desencadeando processos de morte e
danos celulares ao ativar vias de sinalizagdo sensiveis a oxidagéao (Roy et al., 2009).
O arsénio desempenha um papel na formacao de varias espécies reativas, incluindo
o radical superdxido(O2"), oxigénio singlete ('O2), radical peroxila (ROQ), 6xido nitrico
(NO"), peroxido de hidrogénio (H202), radicais peroxila de dimetilarsinico
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([(CH3)2AsO0*]) e o radical dimetilarsinico ([(CHs)2As*]) (YAMANAKA & OKADA,
1994). Apesar de 0 mecanismo exato de geracdo dessas espécies ainda nao estar
totalmente compreendido, sugere-se a formacao de intermediarios de arsina. Uma via
para a producdo de peréxido de hidrogénio foi explicada pela oxidagcao do arsenito
para arsénio pentavalente, que, sob condigdes fisiologicas, resulta na formagao de
H202, uma fonte potencialmente danosa de radicais hidroxila (MISHRA & FLORA,
2008). Além disso, o arsénio exerce seus efeitos tdxicos ao se ligar aos grupos
sulfidrila das proteinas e ao gerar o esgotamento da glutationa. Dessa forma, esses
estudos sugerem que a glutationa (GSH) provavelmente desempenha um papel como
doador de elétrons na reducdo de arsenicais pentavalentes para trivalentes, e que o
arsenito tem uma alta afinidade pela glutationa (JOMOVA et al. em 2011).

Dessa forma, para manter a integridade e o equilibrio intracelular, as células
desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante, envolvendo tanto sistemas
enzimaticos quanto nao enzimaticos (DEMIRCI-CEKIC et al., 2022). Dentre os
mecanismos enzimaticos, destaca-se a superoxido dismutase (SOD), uma enzima
que catalisa a conversao do radical superéxido (O2") em perdxido de hidrogénio (H20z2)
e oxigénio molecular (O2). O H202, por sua vez, € neutralizado pela enzima catalase
(CAT), a qual converte H202em &gua (H20) e oxigénio. Adicionalmente, a glutationa
peroxidase é uma enzima relevante que reduz perdxidos organicos, utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como cofator (ALl et al., 2020). Concomitantemente, os
mecanismos ndo enzimaticos abrangem moléculas antioxidantes, como é o caso da
glutationa, que desempenha o papel de um redutor, neutralizando os radicais livres e
outras espécies reativas de oxigénio (EROs). Por meio da doacao de um elétron para
os radicais livres, a glutationa é convertida em sua forma oxidada, conhecida como
glutationa dissulfeto (GSSG). Apds essa doagdo, a glutationa oxidada (GSSG) é
regenerada a sua forma reduzida (GSH) pela acdo da enzima glutationa redutase.
Essa regeneracao constante da GSH € fundamental para manter um pool intracelular
adequado de glutationa reduzida, essencial para o funcionamento de outras enzimas
antioxidantes, como a glutationa peroxidase (AVERILL-BATES, 2023). Outros
exemplos incluem o acido ascorbico (vitamina C) e o alfa-tocoferol (vitamina E). Essas
substancias atuam como doadoras diretas de elétrons, neutralizando espécies
reativas de oxigénio e protegendo as biomoléculas contra danos oxidativos
(FERREIRA; MV ABREU, 2007).

Neste cenario, quando a producédo excessiva de radicais livres e espécies
reativas excede a capacidade dos antioxidantes de neutraliza-los, ocorre uma
propensdao a oxidacao de biomoléculas. Esse processo resulta na formacédo de
metabdlitos especificos, conhecidos como marcadores do estresse oxidativo, que
podem ser detectados e quantificados. Estes marcadores sao principalmente produtos
da oxidagao de lipidios, proteinas e DNA, com os lipidios sendo 0os mais proeminentes
(BARBOSA et al., 2010). O malondialdeido (MDA) é um importante marcador de
oxidagao lipidica, pois sua formagdo esta estreitamente ligada ao processo de
peroxidacao lipidica. Quando acidos graxos insaturados sao atacados por radicais
livres, um atomo de hidrogénio € removido, resultando na geracao de um radical
lipidico. Esse radical lipidico entdo reage com oxigénio molecular, formando peréxidos
lipidicos que podem se decompor em aldeidos reativos, incluindo o MDA. Como
subproduto deste processo, o MDA desempenha um papel essencial como indicador
do nivel de estresse oxidativo (GROTTO et al., 2008). Outro marcador amplamente
utilizado é o de proteinas carboniladas. Essas proteinas podem sofrer danos tanto
pela acao direta de EROs quanto por moléculas geradas durante processos de
oxidacdo, como o MDA. Esses danos podem ocorrer em diferentes regides da
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estrutura primaria das proteinas, resultando em diversos produtos finais. Os radicais
hidroxila sao particularmente prejudiciais, atacando as ligacdes peptidicas e gerando
radicais alcoxila e peroxila. Essa geracao de radicais pode levar a formagéo de
peroxidos nas cadeias laterais ou centrais das proteinas, além de causar
fragmentacdes e originar grupos carbonila (TREVISAN, 2008). Assim, a presenca de
grupos carbonila nas proteinas reflete a extensdo do dano oxidativo e pode ser
utilizada como um indicador confiavel do estresse oxidativo no organismo. Um
marcador adicional amplamente empregado é o éxido nitrico (NO). Embora
desempenhe fungdes vitais no organismo, como a regulagcdo do ténus vascular e
fungbes imunoldgicas, além de atuar como mensageiro ou modulador em diversos
processos biolégicos essenciais, variagées nos niveis de NO podem estar ligadas a
processos oxidativos no corpo. O NO, na presenca de oxigénio molecular (O2), gera
quantidades significativas de espécies oxidantes, como o diéxido de nitrogénio (NO2*)
e o peroxinitrito (ONOO"). Além disso, o NO reage com o radical superdxido (O2*") ou
com seu acido (HO2*) para formar os radicais NO2* e hidroxila (OH*). Portanto, o éxido
nitrico também ¢é utilizado como um indicador do estresse oxidativo (BOGACZ, 2016).
Uma alternativa para avaliar o estresse oxidativo € por meio de métodos
indiretos, que se fundamentam na capacidade antioxidante do organismo. Nesse
contexto, enzimas antioxidantes como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa-S-transferase (GST) sao frequentemente utilizadas como indicadores de
estresse oxidativo devido as suas fungdes na protecdo contra danos causados por
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (BARBOSA et al., 2010). A SOD, como
ja mencionado, desempenha um papel essencial na defesa contra o radical
superodxido (O2*), convertendo-o em peréxido de hidrogénio (H202), enquanto a CAT
decompbe o H202 em agua e oxigénio, protegendo as células contra danos oxidativos.
Por sua vez, a GST esta envolvida na conjugacéao de xenobibticos eletrofilicos com
glutationa (GSH), reduzindo sua toxicidade e facilitando sua excre¢éo, além de
contribuir ativamente na metabolizacdo de compostos enddgenos e exdgenos. Sendo
assim, principalmente por sua sensibilidade a compostos exégenos, a GST tém sido
largamente utilizada como biomarcador de estresse oxidativo. A atividade dessas
enzimas nao sé indica a presenca de espécies reativas de oxigénio, mas também
reflete o estado antioxidante global do organismo (TREVISAN, 2008).

A andlise do dano tecidual surge como um indicador fundamental para a
elucidacéo da toxicidade vinculada a exposicao a metais pesados (PADRILAH et al.,
2018). No contexto da investigacdo toxicolégica, a analise histopatoldgica
desempenha uma funcdo central, permitindo uma minuciosa investigacdo das
alteracoes morfoldgicas e estruturais nos tecidos submetidos a exposi¢cao do agente
agressor (ABDEL-MONEIM et al., 2012). Através do estudo histopatologico, torna-se
possivel discernir padrées especificos de lesdes celulares, identificar a presenca de
alteracdes inflamatérias, degenerativas, vasculares e outras respostas teciduais,
contribuindo para uma compreensao dos efeitos adversos provocados pelos metais
(RODRIGUES et al., 2019).

A anadlise histopatoldgica dos tecidos hepaticos e branquiais em peixes se
configura como uma ferramenta imprescindivel para a investigacao toxicolégica de
uma determinada regido (KASPER, 2019). No presente contexto, ressalta-se o figado
como 6rgao de primordial relevancia, caracterizando-se como o principal sitio de
metabolizacdo de substancias toxicas no organismo. Sua preponderancia nesse
processo faz com que seja um dos primeiros érgaos a sofrer danos em decorréncia
da exposicdo a metais pesados (JAVED & USMANI, 2019). Os desdobramentos
resultantes dessa exposicao induzem a manifestacao de processos degenerativos de
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natureza reversivel, cuja progressao pode culminar em eventos de morte celular e
fibrose, que caracterizam as alteracoes irreversiveis (WEBER et al., 2020).
Paralelamente, a agressao ao tecido hepatico frequentemente acarreta alteracoes
vasculares expressivas, como congestdo, marginacao leucocitaria e hiperemia. Essas
modificacbes comprometem substancialmente a microcirculagdo hepatica,
impactando negativamente a nutricado e o metabolismo do tecido (ONISHI, 2022).

Para além do figado, as branquias também se destacam como 6rgao de
notavel suscetibilidade aos poluentes (ZHANG et al., 2019). Situadas em proximidade
imediata ao meio externo, essas estruturas tém relevancia vital na regulagéo da troca
gasosa e homeostase i6nica em peixes. A vascularizacdo intensa das branquias,
embora essencial para as fungoes fisiolégicas, também as expde aos contaminantes
presentes na agua (DOS SANTOS et al., 2021). Degeneracéao do epitélio, hiperplasia,
inflamacgéo e fibrose sédo sinais observaveis que indicam reac¢des desfavoraveis a
exposicao a poluentes (FONSECA et al., 2017).

Diante desse contexto, a necessidade de estudos aprofundados se evidencia,
demandando uma anadlise especifica dos impactos decorrentes do colapso da
barragem em Mariana, MG, sobre a ictiofauna, bem como uma investigacao acerca
da contaminacgao crbnica por poluentes toxicos na Bacia do rio Doce.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar os impactos do rompimento da barragem de Funddo na saude da
ictiofauna silvestre, através da comparacao entre peixes coletados em areas afetadas
pelos rejeitos e areas ndo afetadas. Pretende-se contribuir significativamente para o
entendimento dos efeitos desse desastre ambiental, fornecendo uma base sélida para
a predicao do atual estado de saude de cinco espécies presentes nesse ecossistema
aquatico. As informacdes obtidas serdo de extrema relevancia para a gestao e
conservacao desses ambientes, permitindo a implementacao de medidas eficazes de
mitigacao e recuperagao.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar as concentragcées de metais em amostras de tecidos;

o Avaliar os principais marcadores de estresse oxidativo em branquias e figado
de peixes coletados em locais afetados e nao afetados pelo rompimento da
barragem;

e Avaliar as principais alteragdes histopatoldégicas em branquias e figado e a
correlacdo destas com as concentragdes de metais em peixes coletados em
locais afetados e nao afetados pelo rompimento da barragem;
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1. INTRODUCAO

O colapso da barragem de Fundao, em novembro de 2015, no municipio de
Mariana, estado de Minas Gerais, destacou-se como um dos mais significativos
desastres ambientais ja registrados no pais (CORDEIRO et al., 2019). Este evento
ganhou notoriedade devido a liberagcdo de aproximadamente 50 milhGes de metros
cubicos de rejeitos de minério no curso do Rio Doce, assemelhando-se a outros
desastres ambientais ao redor do mundo, como o desastre de Aznalcollar na Espanha
(1998), que rompeu liberando mais de cinco milhdes de metros cubicos de rejeito
contendo agua com acidos e altos niveis de zinco e cadmio, e o rompimento da
barragem de Mount Polley no Canada (2014), que liberou mais de 24 milhdes de
metros cubicos de agua e rejeitos (REIS et al., 2020). Esses eventos resultaram em
danos irreparaveis aos ecossistemas locais, incluindo a destruigdo de comunidades e
impactos severos sobre a fauna e flora da regido (SANCHEZ et al., 2018; BOTELHO
et al., 2021; REIS et al., 2020).

A disseminacao do fluxo de rejeitos, decorrente do rompimento da barragem,
apresentou uma composicao diversificada, incorporando ndo apenas os metais
caracteristicos do minério, como ferro (Fe) e manganés (Mn), mas também elementos
de carater toxico e metaloides, a exemplo do cromo (Cr), chumbo (Pb), arsénio (As) e
mercurio (Hg), revolvidos do sedimento pela enxurrada de rejeitos (VIEIRA et al.,
2022; FERREIRA et al., 2020; BALLOTIN et al., 2023). A andlise de amostras de agua
e sedimento do Rio Doce evidenciou modificagdes significativas nas concentragoes
de metais pesados nas areas impactadas pelos rejeitos (VERGILIO et al., 2021). Esse
fenbmeno, impulsionado pela ressuspensdao de elementos toxicos, promoveu
alteracdes na turbidez e qualidade da agua, exercendo um impacto direto e prejudicial
a sobrevivéncia da ictiofauna (SILVA et al., 2016; BOTTINO et al., 2017).

A presenca desses metais na dgua facilita sua disseminacao e exposi¢éo aos
tecidos, resultando em modificagdes bioquimicas, morfolégicas e fisioldégicas nos
organismos expostos (ONKAR and SULOCHANA, 2015). Comumente, 0s peixes
absorvem esses metais através das branquias, pele ou ingestdo, sendo
posteriormente assimilados no figado, onde geralmente sdo metabolizados
(AGBUGUI & ABE, 2022). De maneira geral, é observado que o figado e as branquias
séo 6rgaos particularmente suscetiveis a manifestarem alteracées morfofisiologicas
em resposta a exposicao a agentes toxicos (ARDESHIR et al., 2017; CAMARGO et
al., 2009; YACOUBet al., 2021). Esta propensdo se deve, em grande medida, da
funcdo proeminente desempenhada pelo figado na metabolizagdo de substancias
toxicas, onde desencadeia processos bioquimicos complexos visando a detoxificacao
do organismo (ABALAKA et al., 2020). Dessa forma, a proeminente sensibilidade
hepatica € reflexo da prontiddo deste érgdo em mobilizar recursos bioldgicos a fim de
neutralizar os efeitos nocivos de compostos exdégenos téxicos (SHMARAKOQV et al.,
2017). Além disso, as branquias demonstram-se suscetiveis, sobretudo devido a uma
caracteristica vital no que tange as trocas gasosas (02/C0O2): o contato direto com o
ambiente aquatico. Esta exposicdo direta torna-as particularmente sensiveis a
presenca de substancias tdxicas, aumentando sua propensdo a sofrer alteracdes
adversas em resposta a presenca desses contaminantes (GOMES et al., 2012;
LIEBEL et al., 2013; DORIA et al., 2017; ALE et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres (RL), que surgem
como subprodutos do metabolismo normal do corpo, desempenham papel crucial nas
alteracdes teciduais quando seu equilibrio é perturbado (Fu & Xi, 2019). O aumento



21

na producdo de radicais livres e EROs dentro das células cria um desequilibrio
oxidativo, resultando em um estado de estresse oxidativo celular. Este estado é
caracterizado pela incapacidade do sistema antioxidante em neutralizar
eficientemente a producao excessiva de EROs, levando a alteracdes bioquimicas e
estruturais nos tecidos (TESCHKE, 2022).

A presenca de metais pesados tem sido identificada como um agente
potencial de intensificacdo da geragédo exacerbada de EROs, comprometendo assim
a homeostase celular (RENU et al., 2021; BALALI-MOQOD et al., 2021). Estudos
indicam que metais redox ativos, como ferro (Fe), cobre (Cu), cromo (Cr), cobalto (Co)
e outros, participam de reacdes de ciclo redox, manifestando a capacidade de gerar
radicais reativos, como o radical anion superoxido e o 6xido nitrico, em sistemas
biolégicos. Em contrapartida, metais redox inativos, a exemplo de cadmio (Cd),
arsénio (As) e chumbo (Pb), revelam seus efeitos tdxicos ao se ligarem a grupos
sulfidrila de proteinas e esgotarem os niveis de glutationa (JOMOVA et al., 2011). No
entanto, o arsénio parece adotar um mecanismo de acédo alternativo, baseado na
producado de peréxido de hidrogénio e outros radicais reativos, incluindo o radical
superdxido (O27), oxigénio singlete ('Oz2), radical peroxila (ROQO’), 6xido nitrico (NO’),
radicais peroxila de dimetilarsinico ([(CH3)2AsOO*]) e o radical dimetilarsinico
([(CH3)2As*]) em condigbes fisiologicas (YAMANAKA & OKADA, 1994). Esse
desequilibrio na formacao de radicais reativos pode desencadear processos de
peroxidacdo lipidica, carbonilagdo de proteinas e danos ao DNA (RAHMAN et al.,
2019; SANJEEV et al., 2019). Tais eventos podem resultar em disfuncdes celulares,
como degeneragdes ou alteragdes a nivel nuclear, culminando em processos de
apoptose ou necrose (ZULKIPLI et al., 2021).

A importancia das defesas antioxidantes, que incluem tanto mecanismos
enzimaticos quanto nao enzimaticos, € fundamentalmente destacada neste contexto.
Essas defesas sdo essenciais para neutralizar os efeitos danosos do estresse
oxidativo, garantindo assim a preservagao da integridade dos tecidos. Ao acelerar a
passagem de elétrons para espécies eletronicamente instaveis, as enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), catalase e peroxiredoxina,
desempenham um papel ativo na neutralizagdo de radicais livres e peroxidos,
tornando os compostos mais estaveis e evitando danos oxidativos. Além disso, os
antioxidantes nao enzimaticos, como vitaminas C e E, e compostos como glutationa e
carotenoides, também contribuem significativamente para a defesa antioxidante,
neutralizando os radicais livres, atuando como doadores diretos de elétrons,
protegendo assim as células contra danos oxidativos. (EL-BOSHY et al., 2015;
FORMAN & ZHANG, 2021).

Por essas razdes, a exploragdao dos biomarcadores de estresse oxidativo é
essencial para compreender o impacto dos metais pesados em ecossistemas
aquaticos (VALAVANIDIS et al., 2006; KROON et al., 2017), particularmente em
cenarios pés-ruptura de barragens (VIEIRA et al., 2022). Dessa forma, o escopo
central deste estudo é realizar uma avaliacao abrangente do estado de saude de cinco
espécies de peixe na Bacia do Rio Doce, Brasil. Isso sera alcangado por meio da
analise das concentracoes musculares de 12 metais, em conjunto com a identificagao
de alteragdes oxidativas e histopatolégicas. O objetivo é estabelecer comparacoes
significativas entre animais coletados em areas afetadas pelo colapso da barragem
do Fundao e aqueles provenientes de areas nado afetadas. Essa abordagem
multifacetada visa proporcionar uma compreensdo mais abrangente do estado de
saude dos animais nos pontos amostrados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

Para a conducgéo do presente estudo, foi deliberada a selegcdo de 14 pontos
estratégicos situados na bacia hidrografica do Rio Doce. Dentre esses, sete pontos
foram especificamente identificados como areas afetadas pela passagem da onda de
rejeitos resultante do rompimento da barragem de Funddo, abrangendo a calha
principal do Rio Doce e o curso d’agua do rio do Carmo. Além disso, outros sete pontos
foram designados como areas nao afetadas, escolhidos entre os principais afluentes
do Rio Doce. Todos esses pontos estdao detalhadamente descritos nas
representacdes graficas apresentadas na Figura 1 e Tabela 1.

Figura 1. Mapa dos pontos de coleta. * Local do rompimento da barragem; em vermelho — areas
afetadas diretamente pelos rejeitos; em verde — area nao afetada pelos rejeitos.
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Tabela 1: Pontos de coleta das espécies utilizadas no estudo.
rden raficas , :
Coordenadas geog Rio Atributo

Local (UTM)
Ponto1 23K 0663787 7757153 (Mariana - Gualaxo do Sul)  Area nao afetada

(Ponte Queimada, PERD -

; A f
Rio Doce) rea afetada

Ponto2 23K 0764251 7814314
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(Paracatu de Baixo — Mari-
ana- Rio do Carmo)

(Barra Longa - Rio do
Ponto 4 23K 0704609 7756231 Carmo)

Ponto5 23K 0709489 7727114 (Guaraciaba - Rio Piranga) Area n&o afetada
(Montante casa de Juliano -

Ponto3 23K 0688284 7754717 Area afetada

Area afetada

Ponto 6 23K 0719459 7750642 Area nao afetada

Rio Piranga)
Ponto7 23K 0717886 7756690 ~ (Quintal d[‘)’OJC‘;')'a”O “Ri0 4rea afetada
Ponto8 23K 0724451 7765328  (Jusantede UHE Candonga 4 .- atetada
— Rio Doce)
Ponto9 23K 0782354 7869156 (Naque - Rio Doce) Area afetada
Ponto (Santo Antonio do Rio : <
10 23K 0687610 7872631 Abaixo — Rio Santo Anténio) Area nao afetada

P?qto 23K 0716429 7870370 (Ferros - Rio Santo Anténio) Area ndo afetada

(Sao José do Goiabal-Rio
Doce)

(Santo Antonio da Fortaleza
- Rio Santo Ant6nio)

Ponto o3y 0735965 7785306 Area afetada

12

Ponto 53k 0738866 7879318 Area nao afetada

13

Ponto

14 23K 0732869 7829391  (Jaguaragu -Rio Piracicaba) Area n&o afetada

2.2. Coleta

A coleta de amostras de animais foi conduzida durante a estacdo chuvosa, no
periodo compreendido entre fevereiro e margo de 2020. Para a captura de peixes,
foram empregadas redes de emalhar de 10 metros de extensdo, as quais
apresentavam malhas de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70 e 80 mm (distancia entre
nds). Em cada ponto de coleta, foram utilizados dois conjuntos de redes, totalizando
20 redes e cobrindo uma extensao de 200 metros. A instalacdo das redes ocorreu no
periodo vespertino, sendo posteriormente retiradas na manha seguinte, totalizando 12
horas de exposicao na coluna d’agua. Tal estratégia visou a abrangéncia de dois picos
de atividade dos peixes, registrados no final da tarde e inicio da manha.

Os espécimes coletados foram submetidos a anestesia seguida de eutanasia
em solucao contendo 4% de eugenol, composto ativo presente no 6leo de cravo. Cada
peixe capturado foi submetido a procedimentos de identificacdo, pesagem (em
grama), medicdo (em milimetros) e registro fotografico. Amostras de tecido foram
cuidadosamente coletadas e armazenadas para andlises subsequentes de metais (em
musculo), estresse oxidativo (em figado e branquias) e analises histopatoldgicas (em
figado e branquias), conforme detalhado nas se¢des subsequentes. Os espécimes
foram entdo acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados, sendo
separados conforme o ponto de coleta correspondente.

Posteriormente, os exemplares foram fixados em formalina 10% e transferidos
para solucao de alcool 70%. Este procedimento visou a obtencéao de uma identificacao
taxonémica definitiva, culminando com o armazenamento na colegéo ictiolégica do
Museu de Zoologia Jodo Moojen, da Universidade Federal de Vigcosa — UFV.
Importante ressaltar que todas as atividades relacionadas a captura dos peixes, coleta
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de amostras e manipulagédo dos animais foram conduzidas em conformidade com as
normativas estabelecidas pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdao em
Biodiversidade — SISBIO (n® 71706-2) e pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vicosa — CEUA UFV (n® 798/2018).

As espécies escolhidas para o estudo foram Oligosarcus acutirostris (Lambari-
bocarra), Loricariichthys castaneus (Cascudo-viola), Lophiosilurus alexandri
(Pacama), Hypostomus affinis (Cascudo-manteiga) e Hoplias intermedius (Trairdo),
assim como disposto na Tabela 2.

Tabela 2: Numeros de individuos (N) registrados de espécies nos tributarios referéncia, nao afetados
(NA) e afetados (A).

Espécie Nome comum NA A Total
Hoplias intermedius Trairdo 37 89 126
Hypostomus affinis Cascudo-manteiga 62 41 103

Lophiosilurus alexandri Pacama 11 25 36
Loricariichthys castaneus Cascudo-viola 89 55 144
Oligosarcus acutirostris Lambari-bocarra 23 38 61

Total 222 248 470

2.3. Analise das concentracées de metais

Amostras de tecido muscular foram coletadas in situ e imediatamente
refrigeradas, posteriormente armazenadas a -20 °C, sendo encaminhadas para o
laboratério Tommase Analitica LTDA, localizado em Vitéria, ES, Brasil, para a
quantificacdo das concentragcbes de metais pesados e arsénio. Os elementos
analisados compreendem prata (Ag), aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd), Cromo
(Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), mercuario (Hg), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb)
e zinco (Zn).

2.4. Avaliagdo do estresse oxidativo

As amostras hepaticas e branquiais das espécies coletadas foram extraidas
em fragmentos de aproximadamente 200 mg, destinadas as avaliagées do estresse
oxidativo. Os fragmentos teciduais foram devidamente identificados e imediatamente
preservados em nitrogénio liquido, sendo posteriormente alocados em um ultrafreezer
a -80 °C, aguardando a aplicagdo em anadlises subsequentes das enzimas e
marcadores de estresse oxidativo tecidual.

Os fragmentos foram segregados de acordo com as espécies,
subsequentemente homogeneizados e centrifugados. O sobrenadante resultante
dessas etapas foi empregado para determinacado de parametros como 6xido nitrico
(NO), malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
S-transferase (GST) e proteina total (PT). O pellet resultante foi destinado a
quantificagdo de proteinas caboniladas (PC). Todas as analises enzimaticas foram
realizadas em duplicatas, com a utilizacdo de espectrofotometro (UV-Mini 1240,
Shimadzu, Japan) ou leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA).
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2.4.1. Avaliagcdo dos marcadores do estresse oxidativo

2.4.1.1. Andlise de Oxido Nitrico

A quantificagéo de 6xido nitrico gerado pelos espécimes foi realizada por meio
da reagdo padrdo de Griess. Nesse procedimento, 50uL do sobrenadante previamente
mencionado foram incubados com volume equivalente de reagente de Griess
(composto por 1% de sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)etilenodiamina e 2,5% de
HsPOs4) a temperatura ambiente, por um periodo de 10 minutos, conforme descrito por
TSIKAS (2007). A absorbancia resultante foi medida a 540nm utilizando um
espectrofotobmetro de varredura de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). A
conversdao da absorbancia para concentragdes micromolares de o6xido nitrico foi
realizada com base em uma curva padréo de nitrito de sédio (0-100uM) e expressa
como concentragdes de 6xido nitrico (umol/L).

2.4.1.2. Determinacdo de Malondialdeido

A peroxidacao lipidica foi quantificada conforme método descrito por BUEGE
& AUST (1975), o qual avalia a formacao total de malondialdeido (MDA) como
indicador da peroxidacéo lipidica. Para a execugdo desse procedimento, foram
utilizados 0,2mL do sobrenadante dos tecidos, os quais foram homogeneizados em
0,4mL de uma solucéo contendo acido tricloroacético (TCA, 15%), &cido tiobarbiturico
(TBA, 0,375%) e acido cloridrico (HCI, 0,6%), seguido por vortexacao. A mistura foi
submetida a um banho-maria a 90°C por 40 minutos. Apés o resfriamento em gelo,
0,6mL de alcool butanol foram adicionados, seguido por vortexacao por 2 minutos e
centrifugacdo a 9000g por 10 minutos. A absorbéancia foi lida a 535nm em um
espectrofotometro de varredura de microplacas. A concentracdo de MDA foi
determinada mediante uma curva padrdo utilizando concentracbes conhecidas de
1,1,3,-tetrametoxipropano (TMPQO). Os resultados foram expressos em pmol por mg
de proteina.

2.4.1.3. Avaliacao da oxidagao de proteinas (Proteinas carboniladas)

A oxidacao proteica foi quantificada seguindo o protocolo descrito por LEVINE
et al. (1990), utilizando os pellets obtidos apdés a homogeneizacdo dos tecidos. O
procedimento envolve a reagcao dos grupos carbonilas com o 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH). Os pellets foram ressuspendidos em acido tricloroacético (TCA) a 10%,
mantidos em ambiente refrigerado, e submetidos a centrifugacao a 5000g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido, adicionando-se 0,5mL de solucdo de
DNPH a 10mmol/L diluida em acido cloridrico (7%). A mistura foi vortexada e mantida
a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos, com agitagéo periddica.

Posteriormente, 0.5mL de TCA gelado foi adicionado a cada tubo. O
precipitado foi centrifugado novamente, e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi lavado trés vezes com 1mL de acetato de etila e etanol (1:1 v/v). Em
seguida, TmL de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 6% foi adicionado a cada tubo. Os
tubos foram, finalmente, centrifugados para dissolver os pellets, e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 370nm. Os resultados foram expressos em nmol/mL de
proteina com base no coeficiente de extingao molar de (370 = 22mmol/L x cm.
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2.4.2. Determinagéo da atividade de enzimas antioxidantes

2.4.2.1. Atividade de superdéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) nos tecidos hepéticos e
branquiais foi conduzida por meio de um leitor de microplacas (A = 570nm), seguindoo
método proposto por DIETERICH et al. (2000). Este método fundamenta-se na
capacidade da enzima em catalisar a reacéo entre o superdxido (O%) e o perdxido de
hidrogénio (H202), resultando na reducao da taxa de auto-oxidacédo do pirogalol. Os
resultados obtidos foram expressos em Unidades de SOD por miligrama de proteina
(U SOD mg proteina™).

2.4.2.2. Atividade da catalase (CAT)

A avaliacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada conforme o
método proposto por AEBI et al. (1984). A atividade da enzima foi avaliada pela taxa
de queda de absorbancia em 60 segundos do peréxido de hidrogénio (H202) a uma
concentragdao de 10mM, em tampao fosfato de potassio 0,2M (pH 7,0), utilizando um
espectrofotdmetro (A = 240nm). O coeficiente de extincdo molar do peroxido de
hidrogénio utilizado foi €240 = 36 mol' L cm™'. Os resultados foram expressos em
Unidades de Catalase por miligrama de proteina (U CAT mg proteina™).

2.4.2.3. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A avaliacao da atividade enzimatica da glutationa-S-transferase (GST) seguiu
o método descrito por HABIG et al. (1974), funda mentado na formacao do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno. A estimativa da atividade enzimatica ocorreu em uma
mistura composta por TmM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em etanol, 1ImM de
glutationa redutase (GSH) em fosfato de potassio (100mM, pH 7,0) e 10uL da amostra
em analise. O aumento da absorbancia (A = 340nm) foi monitorado ao longo de 60
segundos. O coeficiente de extingdo molar do CDNB utilizado para os calculos foi
€340 = 9,6mM-'cm-'. Os resultados foram expressos em micromoles por minuto por
grama de tecido (umol min' g).

2.4.3. Analise de proteina total

A quantificagdo da concentragéo de proteina total nos tecidos foi conduzida
conforme a metodologia descrita por LOWRY et al. (1951), empregando albumina de
soro bovino como curva padrdo. Essa abordagem foi adotada com o propdsito de
estabelecer uma padronizacdo nos resultados das atividades das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), assim como nos marcadores de estresse oxidativo malondialdeido (MDA) e
proteinas carboniladas (PC).

2.5. Analise histopatologica

Para a realizacdo das analises histopatoldgicas, foi selecionado um grupo
composto por 6 individuos provenientes de areas afetadas e outro grupo constituido
por 6 individuos de areas nao afetadas para cada espécie estudada, totalizando assim
60 animais no conjunto amostral (Tabela 3).
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Tabela 3: Espécies usadas nas andlises histopatoldgicas e o numero amostral de cada grupo (N).
Numero amostral (N)

Espécie Nome comum Figado Branquias
NA A NA A
Hoplias intermedius Trairdo 6 6 6 6

Cascudo-man-

Hypostomus affinis teiga 6 6 6 6

Lophiosilurus alexandri Pacama 6 6 6 6

Loricariichthys castaneus Cascudo-viola 6 6 6 6
. . . Lambari-bo-

Oligosarcus acutirostris carra 6 6 6 6

Apbs a extracdo dos tecidos dos animais fixados em formalina a 10%, as
amostras de figado e branquias foram preservadas em etanol a 70%.
Subsequentemente, foram submetidas a uma série de lavagens sequenciais em
concentragdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), seguido pelo processo de
inclusdo em metacrilato de glicol (Historesin®, Leica). Apds a incluséo, a fim de evitar
a redundéancia na analise dos constituintes teciduais, foram realizadas sec¢des semi-
seriadas, com uma espessura de 3um, aproveitando um a cada dez cortes, utilizando
um micrétomo rotativo (RM2265 — Leica).

As laminas contendo seccdes histolégicas do figado foram submetidas a
coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE) com o propdsito de examinar possiveis
alteracOes teciduais, tais como congestdo vascular e processos inflamatérios, além
de modificagdes morfoldgicas a nivel celular, como degeneragdes citoplasmaticas, e
alteragdes nucleares como hipertrofia nuclear. Adicionalmente, para a avaliacado da
presenca de processos fibroticos no tecido hepatico, as laminas foram coradas
utilizando uma solucao de Sirius Red F3BA a 0,1% (Sirius Red F3B, Mobay Chemical
Co., Unido, NJ, EUA) em solugcédo aquosa saturada de acido picrico. Esta abordagem
permitiu a identificacdo e distincdo das fibras de colageno, com as fibras do tipo |
adquirindo coloragao vermelha e as fibras do tipo Ill exibindo coloragao verde sob
polarizacdo. Além disso, foi empregada a coloragdo com Acido Periddico de Schiff
(PAS) para investigar o metabolismo hepatico através da quantificacdo das reservas
de glicogénio.

Ja as laminas que compreendem secc¢des histolégicas das branquias foram
submetidas a coloracao com Azul de Toluidina com o intuito de realizar a analise de
potenciais alteragdes estruturais. Este método permite a investigagcdo de
caracteristicas como hiperplasia, hipertrofia, fusdo lamelar e presencga de infiltrado
leucocitario nas amostras, proporcionando uma avaliagdo mais abrangente das
caracteristicas microscépicas do tecido branquial.

A observacao microscopica das laminas e a aquisicdo de imagens foram
conduzidas utilizando o microscépio de luz modelo BX-60® (Olympus, Sdo Paulo,
Brasil), equipado com uma camera fotogréfica digital do modelo QColor-3® (Olympus,
Sao Paulo, Brasil). Para cada seccao, quinze imagens foram obtidas de maneira
randomizada, com resolucdo de 2048 x 1536 pixels, utilizando uma objetiva de 40x
para laminas de figado e 20x para laminas de branquias.
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Ao todo foram produzidas 60 laminas contendo branquias e 180 laminas
contendo figado. Para cada lamina foram capturadas 10 fotografias, resultando em
um conjunto total de 2.400 imagens digitalizadas. A partir dessas imagens
digitalizadas, procedeu-se a contagem de diversas estruturas celulares e
extracelulares, empregando uma grade composta por 300 pontos de intersecgéo, em
conjunto com o software de analise de imagens Image Pro-plu 4.5 (Media
Cybernetics®, Silver Spring, USA).

2.6. Analise estatistica

Para a analise das concentragbes de metais nas espécies coletadas, as
variaveis de resposta foram submetidas a transformacdes logaritmicas, quando
necessario, com o objetivo de mitigar a assimetria residual. Todos os modelos
estatisticos adotaram a distribuicdo normal e foram implementados utilizando o
ambiente estatistico R (R Core Team, 2022). Para investigar o efeito dos rejeitos nas
concentracbes dos elementos presentes no tecido muscular dos peixes, foram
aplicadas andlises de variancia unidirecionais (ANOVA) de efeitos mistos. Essas
andlises foram conduzidas por meio dos pacotes estatisticos glmm TMB (MOLLIE et
al., 2017), car (JOHN FOX & STANFORD WEISBERG, 2019) e ggplot2 (WICKHAM,
2016).

Na realizacdo das analises referentes ao perfil oxidativo e histopatoldgico, a
distribuicao dos dados foi submetida ao teste de Shapiro-Wilk, empregando o software
GraphPad Prism (versao 6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A
comparacao das médias foi efetuada por meio do teste t de Student, e os resultados
foram expressos em termos de média acompanhada do erro padrdao da média. O nivel
de significancia estatistica adotado foi de p < 0,05.

Para investigar as correlagdes propostas entre o0s parametros,
nomeadamente a concentragdo do metal, indicadores de estresse oxidativo e
alteracbes histopatoldgicas, realizou-se uma andlise de correlacdo de Pearson,
considerando um indice de significancia de p < 0,05. A avaliagcdo das correlagdes foi
conduzida utilizando o software estatistico R (R Cores Team 2022) com o pacote
Corrplot (TAIYUN & VILIAM, 2021).

3. RESULTADOS

3.1. Concentragdo muscular de metais

Ao analisar individualmente cada espécie, constatou-se que L. castaneus
exibiu as concentracbes mais elevadas de arsénio (As) e niquel (Ni) em areas
afetadas (Fig.2). Em seguida, L. alexandri destacou-se ao exibir concentracoes
elevadas de arsénio (As) e ferro (Fe) (Fig.3), seguido por H. affinis, que registrou niveis
significativamente aumentados de arsénio (As) (Fig.4), e por fim O. acutirostris, cujas
maiores concentracdes referiram-se ao cobre (Cu) (Fig.5). As andlises revelaram que
o arsénio foi o metal predominante nas areas afetadas, considerando as espécies
investigadas. Notavelmente, apenas a espécie H. intermedius nao demonstrou
diferenca significativa entre areas afetadas e ndo afetadas (Fig.6).

Figura 2. Concentragdes de metais (mg/kg) no muasculo de espécimes de Loricariichthys castaneus
coletados na Bacia do Rio Doce em locais afetados e ndo afetados pelo rompimento da barragem de
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rejeitos. As diferengas estatisticas estdo marcadas com (*) P<0,05 na tabela. Apenas As e Ni
apresentaram diferencas significativas comparando areas afetadas e néo afetadas.
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Figura 3. Concentra¢des de metais (mg/kg) no musculo de espécimes de Lophiosilurus alexandri
coletados na Bacia do Rio Doce em locais afetados e ndo afetados pelo rompimento da barragem de
rejeitos. As diferencas estatisticas estdo marcadas com (*) P<0,05 na tabela. Apenas As e Fe
apresentaram diferencas significativas comparando areas afetadas e néo afetadas.



30

Chisq=1.1202, p=0.2899 Chisq=0.7727, p=0.3794 Chisq=25.603, p=4.194e-07 Chisq=1.1099, p=0.2921

i | ﬁ
A . o "
.

Lophiosilurus alexandri

Prata (mg/kg)
Aluminio (mg/kg)
Arsénio (mg/kg)
Cadmio (mg/kg)

Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri

Chisq=0.0252, p=0.8738 Chisq=3.8654, p=0.04929 Chisq=0.8542, p=0.3554
€ g £
e ° e
=
Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri
Chisq=0.4724, p=0.4919
Chisg=1.9062, p=0.1674 Chisq=0.0078, p=0.9298
: |
<
& - -
g 2 T ; |
c = S
g H
: z o
LOphIOSI'UfUS 8|éxundn ‘L.r)ph'w(‘)snlx.vus 1134,"!;!';(117 Luphlosﬂmus alexandri
Metal A nce
Metal Chisq Pr(>Chisq)
Lophiosilurus alexandri Ag 11202 02899
Al 0.7727 0.3794
As 25.603 4.194e-07 ***
Cd 1.1099 0.2921
Cr
Cu 0.0252 0.8738
Fe 3.8654 0.04929 *
Hg 0.8542 0.3554
Mn 0.4724 0.4919
Ni 1.9062 0.1674
Pb 0.7309 0.3926
Zn 0.0078 0.9298

Figura 4. Concentracdes de metais (mg/kg) no musculo de espécimes de Hypostomus affinis coletados
na Bacia do Rio Doce em locais afetados e ndo afetados pelo rompimento da barragem de rejeitos. As
diferengas estatisticas estdo marcadas com (*) P<0,05 na tabela. Apenas As apresentou diferenca
significativa comparando areas afetadas e ndo afetadas.
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Figura 5. Concentragbes de metais (mg/kg) no musculo de espécimes de Oligosarcus acutirostris
coletados na Bacia do Rio Doce em locais afetados e nao afetados pelo rompimento da barragem de
rejeitos. As diferencas estatisticas estdo marcadas com (*) P<0,05 na tabela. Apenas Cu apresentou
diferenca significativa comparando areas afetadas e nao afetadas.
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Figura 6. Concentragdes de metais (mg/kg) no musculo de espécimes de Hoplias intermedius coletados
na Bacia do Rio Doce em locais afetados e ndo afetados pelo rompimento da barragem de rejeitos. As
diferengas estatisticas estdo marcadas com (*) P<0,05 na tabela. Nao houve diferenca significativa
comparando areas afetadas e nao afetadas.
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3.2. Avaliagéo do estresse oxidativo

Todas as comparacdes foram feitas entre o grupo afetado e o grupo nao
afetado. Abaixo € possivel observar os resultados de acordo com o 6rgao analisado.

3.2.1. Figado

Em relagcdo aos parametros hepaticos, foi observado um aumento significativo
na concentragdo de proteinas carboniladas (PC) em Hypostomus affinis (P=0,0087)
(Fig.7). Por sua vez, Lophiosilurus alexandri apresentou niveis elevados de éxido
nitrico (NO) (P = 0,0269) e baixa atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) (P
= 0,0166) (Fig.8). Da mesma forma, Loricariichthys castaneus exibiu concentracoes
elevadas de NO (P = 0,0437) (Fig.9). Em relacdo ao Oligosarcus acutirostris, foram
identificados niveis elevados de malondialdeido (MDA) (P = 0,0292) e SOD (P =
0,0231), associados a baixos niveis de PC (P = 0,0400) (Fig.10). Por fim, a espécie



Hoplias intermedius nao revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos analisados (Fig.11).

Figura 7. Concentragdo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
no figado de espécimes de cascudo-manteiga Hypostomus affinis coletados na Bacia do Rio Doce em
regides afetadas e nédo afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA,
(B) Oxido Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superéxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT,
(F) Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenga estatistica entre os grupos. Dados

expressos em médiatEPM.
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Figura 8. Concentragdo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
no figado do pacuma Lophiosilurus alexandri coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e
nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido Nitrico -
NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superéxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F) Glutationa-S-
Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em
médiatEPM

A B c

o
)

) i

g
@

NO (:M/L)
s & B8 B
Proteina Carbonilada
(nmole/mL)
© a9 9N

MDA (uM/mg proteina)
e e
~ -

o
)

Néo Afetado Afetado Nao Afetado Afetado Nao Afetado

Afetado

Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri

1 |

Néo Afetado Afetado Néo Afetado Afetado Néo Afetado Afetado

w)
m
T

SOD (U/mg proteina)

o - ~N w -
CAT (Ul mg proteina)

- ~N w - v

o o o o =3

o o o = o o

GST (umol/min/g)
- ~nN [ -
= S o =3

L ophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri Lophiosilurus alexandri



Figura 9. Concentragdo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
no figado do cascudo-viola Loricariichthys castaneus coletados na Bacia do Rio Doce em regides
afetadas e nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido
Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superoxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F)
Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos
em médiatEPM
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Figura 10. Concentragédo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
no figado do lambari-bocarra Oligosarcus acutirostris coletados na Bacia do Rio Doce em regides
afetadas e nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido
Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superoxido Dismutase - SOD, (E) Catalase — CAT, (F)
Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos
em médiatEPM
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Figura 11. Concentragao dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
no figado do trairdo Hoplias intermedius coletados na Bacia do Rio Doce em regiGes afetadas e ndo
afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido Nitrico - NO,
(C) Proteina Carbonilada, (D) Superoxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F) Glutationa-S-
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Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em
médiatEPM
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3.2.2. Branquias

Nas estruturas branquiais do peixe Hoplias intermedius observou-se um
aumento significativo nos niveis de 6xido nitrico (NO) (P = 0,0064), proteinas
carboniladas (PC) (P = 0,0088) e glutationa-S-transferase (GST) (P = 0,0366) (Fig.12).
De maneira analoga, o exemplar de peixe cascudo-manteiga, Hypostomus affinis,
apresentou notavel elevacéo nos teores de NO (P = 0,0378), PC (P = 0,0006) e GST
(P < 0,0001) (Fig.13). Nas branquias do pacama, Lophiosilurus alexandri, verificou-se
um aumento significativo nos niveis de malondialdeido (MDA) (P = 0,0226), NO (P =
0,0362) e GST (P = 0,0347) (Fig.14). Para o cascudo-viola, Loricariichthys castaneus,
constatou-se um aumento nos niveis de MDA (P = 0,0052), PC (P = 0,0096),
superdxido dismutase (SOD) (P = 0,0352) e GST (P = 0,0002) (Fig.15). No que
concerne ao lambari-bocarra, Oligosarcus acutirostris, evidenciaram-se niveis
elevados de NO (P = 0,0134), SOD (P = 0,0411) e catalase (CAT) (P = 0,0122)
(Fig.16).

Figura 12. Concentragdo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nas branquias do trairdo Hoplias intermedius coletados em regiGes afetadas e néo afetadas na Bacia
do Rio Doce pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido Nitrico -
NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superéxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F) Glutationa-S-
Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em
médiazEPM.
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Figura 13. Concentragédo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nas branquias do cascudo-manteiga Hypostomus affinis coletados na Bacia do Rio Doce em regibes
afetadas e nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido
Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superéxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F)
Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos
em médiatEPM.
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Figura 14. Concentragao dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nas branquias do pacama Lophiosilurus alexandri coletados na Bacia do Rio Doce em regiGes afetadas
e nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido Nitrico
- NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superéxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F) Glutationa-
S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em
médiatEPM.
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Figura 15. Concentragédo dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nas branquias do cascudo-viola Loricariichthys castaneus coletados na Bacia do Rio Doce em regides
afetadas e nao afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido
Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superoxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F)
Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos

em médiatEPM.
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Figura 16. Concentragao dos marcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nas branquias do lambari-bocarra Oligosarcus acutirostris coletados na Bacia do Rio Doce em regides
afetadas e ndo afetadas pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Malondialdeido - MDA, (B) Oxido
Nitrico - NO, (C) Proteina Carbonilada, (D) Superoxido Dismutase - SOD, (E) Catalase - CAT, (F)
Glutationa-S-Transferase - GST. * Representa diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos

em médiatEPM.
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3.3. Avaliacbes histopatologicas

Todas as comparagdes foram feitas entre o grupo afetado e o grupo néo
afetado. Abaixo é possivel observar os resultados de acordo com o 6rgéao analisado.

3.3.1. Figado

3.3.1.1. Principais alteragées morfofisiologicas

Entre as diversas patologias identificadas no tecido hepatico (Fig.17),
merecem destaque a esteatose hepatica e a congestao vascular, as quais emergiram
como as alteragdes de maior incidéncia entre as espécies estudadas. Neste contexto,
as espécies Hypostomus affinis e Lophiosilurus alexandri apresentaram um aumento
significativo de esteatose e congestdo vascular no tecido hepatico, como mostrado
nas figuras 18 e 19, respectivamente. Além disso, a espécie Hoplias intermedius
também revelou um acréscimo na prevaléncia de congestdo vascular no figado
(Fig.20). Em contraste, as espécies Oligosarcus acutirostris e Loricariichthys
castaneus nao demonstraram diferencas estatisticas significativas entre os grupos
examinados, como exposto nas figuras 21 e 22, respectivamente.

Figura 17. Fotomicrografias representativas de diferentes histopatologias identificadas no figado de
diferentes espécies de peixes, coletados na Bacia do Rio Doce pbés rompimento da barragem de
rejeitos. (A) Figado normal; (B) Esteatose hepatica (seta preta); (C) Congestdo vascular (*); (D)
Infiltrado leucocitario (circulo preto) e pigmento de hemossiderina (seta tracejada); (E) Dilatacdo dos
sinusoides. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (H.E.). Objetiva de 40x. Barra = 20um.
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Figura 18. Percentual das principais histopatologias encontradas no figado de espécimes de
Hypostomus affinis coletados na Bacia do Rio Doce em regibes afetadas e ndo afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Esteatose, (B) Congestédo vascular. * Representa diferenca
estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 19. Percentual das principais histopatologias encontradas no figado de espécimes de
Lophiosilurus alexandri coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e néo afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Esteatose, (B) Congestédo vascular. * Representa diferenga
estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 20. Percentual das principais histopatologias encontradas no figado de espécimes de Hoplias
intermedius coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e ndo afetadas pelo rompimento da
barragem de rejeitos. (A) Esteatose, (B) Congestao vascular. * Representa diferenca estatistica entre
os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 21. Percentual das principais histopatologias encontradas no figado de espécimes de
Oligosarcus acutirostris coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e nido afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Esteatose, (B) Congestao vascular. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 22. Percentual das principais histopatologias encontradas no figado de espécimes de
Loricariichthys castaneus coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e ndo afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Esteatose, (B) Congestdo vascular. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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3.3.1.2. Fibrose hepatica

Dentre todas as espécies examinadas, apenas Lophiosilurus alexandri
apresentou aumento significativo na densidade volumétrica de colageno, sugerindo
um processo fibrético no tecido hepatico (Fig.23 e 24-A). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas nas demais espécies estudadas
(Hypostomus affinis, Hoplias intermedius, Oligosarcus acutirostris e Loricariichthys
castaneus), como exposto na Figura 24 (B, C, D e E, respectivamente).

Figura 23. Representagéo da densidade volumétrica de colageno encontrado no figado de espécimes
de Lophiosilurus alexandri coletados na Bacia do Rio Doce pds rompimento da barragem de rejeitos.
Fotomicrografias obtidas usando objetiva de 40x apds coloragcdo com Picro-Sirius. (A) Fibras
vermelhas: (colageno tipo I), (B) Fibras verdes: (colageno tipo Ill). Barra = 20um

Figura 24. Percentual da densidade volumétrica de colageno encontrada no figado de diferentes
espécies de peixes coletados na Bacia do Rio Doce em regibes afetadas e ndo afetadas pelo
rompimento da barragem pelo rompimento da barragem de rejeitos. (A) Lophiosilurus alexandri, (B)
Hypostomus affinis, (C) Hoplias intermedius, (D) Oligosarcus acutirostris, (E) Loricariichthys castaneus.
* Representa diferencga estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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3.3.1.3. Glicogénio hepatico

Com o propésito de avaliar o metabolismo hepético, procedeu-se a andlise
quantitativa das reservas de glicogénio (Fig.25). Os resultados obtidos nao revelaram
diferencas estatisticamente significativas na quantidade de glicogénio entre os grupos
amostrados (Fig.26).

Figura 25. Fotomicrografias do figado de Hoplias intermedius obtidas usando objetiva de 40x apos
coloracdo de Acido Periodo de Schiff (PAS) para identificacdo de glicogénio. O glicogénio nessa
coloracédo se apresenta como acumulos na cor purpura dentro das células hepaticas. (A) Animal de
area afetada, (B) Animal de area néo afetada; coletados na Bacia do Rio Doce p6s rompimento da
barragem de rejeitos.
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Figura 26. Percentual de glicogénio no figado de diferentes espécies de peixes coletados na Bacia do
Rio Doce em regides afetadas e nao afetadas. (A) Lophiosilurus alexandri, (B) Hypostomus affinis, (C)
Hoplias intermedius, (D) Oligosarcus acutirostris, (E) Loricariichthys castaneus. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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3.3.2. Branquias
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Entre as patologias identificadas nas branquias (Fig.27), merecem destaque
a hiperplasia interlamelar e a fusdo lamelar, as quais emergiram como as alteracdes
de maior incidéncia entre as espécies estudadas. Entre as cinco espécies objeto de
estudo — Hypostomus affinis, Oligosarcus acutirostris, Loricariichthys castaneus e
Lophiosilurus alexandri — observou-se um aumento notavel na taxa de incidéncia de
fusdo lamelar, como mostrado nas Figuras 28, 29, 30 e 31, respectivamente. Hoplias
intermedius, por sua vez, foi a Unica espécie que nao apresentou diferenca
significativa quando comparado aos grupos de localidades nédo afetadas e afetadas
(Fig.32). Quanto a hiperplasia interlamelar, destaca-se que somente a espécie
Loricariichthys castaneus manifestou diferenca significativa entre os grupos de areas
nao afetadas e afetadas (Fig.30).

Figura 27. Fotomicrografias representativas de diferentes histopatologias identificadas nas branquias
de diferentes espécies de peixes coletados na Bacia do Rio Doce pds rompimento da barragem de
rejeitos. (A) Branquia normal; (B) Fusdo lamelar (*); (C) Hiperplasia interlamelar (seta preta); (D)
Aneurisma calcificado (seta tracejada). Coloragdo Azul de toluidina. Objetiva de 20x. Barra = 60um

Figura 28. Percentual das principais histopatologias encontradas nas branquias de espécimes de
Hypostomus affinis coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e nao afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Fusdo lamelar, (B) Hiperplasia interlamelar. * Representa
diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 29. Percentual das principais histopatologias encontradas nas branquias de espécimes de
Oligosarcus acutirostris coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e ndo afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Fusdo lamelar, (B) Hiperplasia interlamelar. * Representa
diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 30. Percentual das principais histopatologias encontradas nas branquias de espécimes de
Loricariichthys castaneus coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e ndo afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Fusdo lamelar, (B) Hiperplasia interlamelar. * Representa
diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 31. Percentual das principais histopatologias encontradas nas branquias de espécimes de
Lophiosilurus alexandri coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e nao afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Fus&o lamelar, (B) Hiperplasia interlamelar. * Representa
diferenca estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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Figura 32. Percentual das principais histopatologias encontradas nas branquias de espécimes de
Hoplias intermedius coletados na Bacia do Rio Doce em regides afetadas e nao afetadas pelo
rompimento da barragem de rejeitos. (A) Fusdo lamelar, (B) Hiperplasia interlamelar. Nao houve
diferenga estatistica entre os grupos. Dados expressos em médiatEPM.
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3.3.3. Correlagao entre as concentragbes de metais e as histopatologias no figado e
nas branquias

A andlise de correlacdo de Pearson revelou uma associacao positiva
significativa entre a presenca do metal arsénio (As) e a ocorréncia de esteatose
hepatica, além de hiperplasia interlamelar nas branquias. Observou-se que o ferro
(Fe) apresentou uma correlagdo positiva exclusivamente com a hiperplasia
interlamelar nas branquias, enquanto o zinco (Zn) demonstrou uma correlacao positiva
com a congestéo vascular hepatica. Nado foram identificadas correlagdes significativas
entre os demais metais e as alteracoes histopatolégicas nos referidos tecidos nas
espécies estudadas (Tabela 4).

Tabela 4: Valores da correlacdo de Pearson para cada metal e os marcadores histopatol6gicos
hepaticos e branquiais das cinco espécies coletadas na Bacia do Rio Doce em locais afetados e nédo
afetados pelo rompimento da barragem de rejeitos.

Figado Branquias
Metais Esteatose Congestao Vascular Hiperplasia Interlamelar ~ Fusao Lamelar
Ag 0.209 -0.320 0.088 -0.167
Al 0.421 0.234 0.594 0.424
As 0.756 0.121 0.700 0.547
Cd -0.274 -0.329 -0.282 -0.163
Cr 0.128 -0.092 0.223 0.019
Cu -0.093 0.466 0.269 0.242
Fe 0.435 0.299 0.662 0.472
Hg 0.508 0.204 0.219 0.334
Mn 0.189 0.111 0.296 0.185
Ni 0.118 -0.113 0.235 0.177
Pb -0.079 -0.180 -0.081 -0.213
Zn -0.112 0.681 0.158 0.235

4. DISCUSSAO
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A reestruturacdo das populagcbes de espécies de peixes em ecossistemas
impactados, como os locais da Bacia do Rio Doce afetados pelo rompimento da
barragem de Fundao, representa um desafio crucial para a compreensao dos efeitos
a longo prazo desse evento catastréfico. A adaptacao das comunidades aquaticas ao
novo ambiente pos-rompimento € um processo complexo, envolvendo fatores como
alteragdes nas condi¢oes hidrograficas, disponibilidade de recursos alimentares e
mudangas nas interagdes ecoldgicas (SOINSKI, 2021). Além disso, a presenca
persistente de metais na agua, provenientes dos rejeitos liberados, acrescenta uma
dimensao adicional as pressées ambientais enfrentadas pelos organismos aquaticos
(MAHBOOB et al., 2019). Este cenario levanta questionamentos sobre a capacidade
das espécies sobreviventes de desenvolverem mecanismos celulares de
sobrevivéncia e consequentemente mecanismos fisioldgicos de adaptacdo em
ambientes extremos. Nesse contexto, o presente estudo avaliou cinco espécies de
peixes presentes na Bacia do Rio Doce, analisando especialmente os efeitos adversos
desses metais nos tecidos, bem como os impactos dessa exposi¢ao prolongada na
saude de organismos aquaticos.

No ambito de nossa pesquisa, constatamos que o ambiente impactado pelo
rompimento da barragem pode oferecer um risco eminente as espécies expostas aos
rejeitos, em especial devido ao acumulo de metais nos tecidos, tendo como resposta
direta um desbalanco no equilibrio oxidativo das células. As consequéncias
morfolégicas deste desbalanco foram demonstradas pela presenca de patologias
citoplasmaticas (degeneracdes celulares), alteragdes vasculares e distarbios no
crescimento e proliferacdo celulares. Estas alteragcdes celulares e teciduais
possivelmente estdo atreladas a alteragbes no metabolismo e na fun¢ao das células,
dos tecidos e do organismo como um todo. Por isto, acreditamos que estudos futuros
com foco na fisiologia dos organismos sejam necessarios para entendermos os reais
impactos desta tragédia ambiental nos ecossistemas aquaticos e na manutencao das
espécies atingidas.

Para realizar uma investigacdo abrangente e precisa dos impactos causados
pelo rompimento da barragem de Funddo, selecionamos 12 metais devido a sua
relevancia ambiental e aos potenciais efeitos nocivos que podem ter sobre os
ecossistemas aquaticos. Sao eles: prata (Ag), aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd),
cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), mercurio (Hg), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo
(Pb) e zinco (Zn), metais frequentemente associados a atividades industriais e
processos de mineracao. Dessa forma, o rompimento da barragem de Fundao, que
resultou na liberagcdo de rejeitos minerais no leito do Rio Doce, possivelmente
introduziu esses metais e/ou aumentou a concentragdo dos mesmos no ambiente
aquatico. Portanto, assim como Ferreira et al. (2020), optamos por avaliar o
bioacumulo desses metais no tecido muscular de espécies coletadas em areas
afetadas pelos rejeitos, bem como em areas nao afetadas, para estabelecer
comparacgoes significativas.

O arsénio foi o metal que apresentou maior bioacumulo nos tecidos
musculares dos animais encontrados nas areas afetadas. O arsénio € reconhecido
como altamente téxico para a maioria dos sistemas biolégicos. Seu processo de
biotransformag&o implica na conversdo de suas formas inorganicas em compostos
organicos metilados. O arsénio inorganico, composto por arsenito (As(lll)) e arsenato
(As(V)), pode ser metilado para formar acido monometilarsénico (MMA) ou acido
dimetilarsinico (DMA). Esta conversdao envolve uma reducao de dois elétrons do
arsénio pentavalente, mediada pelo glutationa (GSH), seguida por uma metilacdo
oxidativa que resulta em arsénico organico pentavalente (JOMOVA et al., 2011). Suas
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formas trivalentes, sdo consideradas as mais toxicas, pois apresentam uma afinidade
nociva com grupos tidis presentes em proteinas. O arsenito trivalente, por exemplo,
inibe diversas enzimas celulares, como a piruvato desidrogenase, reduzindo a
conversao de piruvato em acetil coenzima A (CoA), através da ligacdo a grupos
sulfidrila (WANG & ROSSMAN, 1996; GONTIJO & BITTENCOURT, 2005). Embora a
metilacdo do arsénio fosse considerada como um processo de detoxificacao,
pesquisas recentes apontam que células humanas sdo mais sensiveis aos efeitos
citotoxicos do MMA [ll em comparacao com o arsenito. Além disso, o DMA Il exibe
toxicidade equiparavel ou até maior que o arsenito em diversas linhagens celulares
humanas (PETRICK et al., 2000; STYBLO et al., 2000). Assim, a metilacao do arsénio
pode ndo garantir uma detoxificagcdo completa. Ademais, mesmo as formas
pentavalentes, menos toxicas, podem causar desacoplamento da fosforilacao
oxidativa. O arsénico pentavalente se assemelha ao fosfato inorganico e pode
substitui-lo nas vias glicoliticas e de respiracao celular. Este fenbmeno leva ao
desacoplamento da fosforilagao oxidativa devido a preferéncia pela formagéao de ADP-
arsenato, resultando na perda das ligagcdes de fosfato de ATP de alta energia
(JOMOVA et al., 2011). Adicionalmente, o arsénio atua na producao de peréxido de
hidrogénio e outros radicais reativos, incluindo o radical super6xido, oxigénio singlete,
radical peroxila, 6xido nitrico, radicais peroxila de dimetilarsinico e o radical
dimetilarsinico, fatos que o colocam como elemento com alto potencial gerador de
estresse oxidativo (YAMANAKA & OKADA, 1994).

Outros metais, a exemplo de ferro, cobre e niquel, identificados na presente
pesquisa, desempenham func¢des essenciais, em concentracdes reduzidas, em varios
processos bioldgicos. Contudo, a acumulagdo excessiva desses elementos pode
resultar em toxicidade, conforme destacado por estudos anteriores (JINADASSA et
al., 2021; BORDIGNON, 2003).

Quando presente em excesso dentro das células e tecidos, o ferro
desequilibra a estabilidade redox, desencadeando o estresse oxidativo através de
diversos mecanismos intracelulares. Um desses mecanismos centrais é a reacao de
Fenton, na qual o ferro reage com peréxido de hidrogénio (H20z2) para gerar o radical
hidroxila ((OH), um radical livre altamente reativo. Além disso, em certas condigdes, 0
ferro pode ser reduzido a ions ferrosos (Fe?*), que sédo capazes de reagir com o
oxigénio molecular (O2) gerando o radical livre superdxido, que, ao interagir com o
ferro, resulta na formagéo de perdxido de hidrogénio em um processo conhecido como
reacdo de Haber-Weiss, amplificando ainda mais o potencial de danos celulares
(GALARIS et al., 2019). Da mesma forma, o cobre desempenha um papel significativo
na indugao do estresse oxidativo através de diferentes mecanismos intracelulares. Em
particular, suas formas oxidada (Cu(ll)) e reduzida (Cu(l)) podem catalisar a formacéao
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) por meio das reag¢des de Fenton e Haber-
Weiss. Na presenca de superoxido (O2") ou agentes redutores bioldgicos como acido
ascoérbico ou glutationa (GSH), o cobre pode ser alternado entre seus estados de
oxidacao, permitindo que atue como catalisador na decomposicdo do peroxido de
hidrogénio (H202), resultando na geragao do radical hidroxila (*OH), altamente reativo.
Esta capacidade do cobre em participar de reacdes redox intracelulares, juntamente
com sua habilidade de alternar entre seus estados de oxidagao, o torna um mediador
chave na producdo de radicais livres, contribuindo assim para a instauracdo do
estresse oxidativo. Além disso, a exposicao prolongada a niveis elevados de cobre
pode provocar a diminuigdo dos niveis de glutationa (GSH), um antioxidante celular
essencial, comprometendo ainda mais a capacidade das células de neutralizar EROs
e proteger contra o estresse oxidativo (GAETKE & CHOW, 2003). Ja o niquel (Ni)
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possui a capacidade de desencadear a formagao de radicais livres de oxigénio de
diversas maneiras. Inicialmente, ele pode se unir diretamente a moléculas de oxigénio
molecular (O2), formando um complexo Ni(ll)-O2 em um processo de duas etapas.
Esse complexo posteriormente se decompde, liberando o anion superdxido (O2*)
como produto final. Além disso, o niquel pode interagir com enzimas responsaveis
pela reparacao do DNA, substituindo o ferro em sua estrutura. Isso resulta na geragéao
de radicais livres de oxigénio, como o radical hidroxila (OH*), os quais sao altamente
reativos e capazes de causar danos celulares significativos. Adicionalmente, o niquel
pode induzir a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ativando vias de
sinalizacao celular, como o fator de transcri¢cdo induzido por hipéxia-1 (HIF-1). Isso
desencadeia a geragao de EROs intracelulares, contribuindo assim para o estresse
oxidativo (GENCHI et al., 2020; DAS et al., 2008).

No escopo deste estudo, nds investigamos os impactos dos rejeitos no tecido
hepatico das espécies em andlise. O figado, um 6rgao essencial para a detoxificacao
de xenobibticos, desempenha um papel crucial nos estudos relacionados a saude e a
capacidade de adaptacdo dos animais diante dos desafios impostos pela poluigao
(JAVED & USMANI, 2019). Entre as espécies analisadas, Hypostomus affinis,
Oligosarcus acutirostris e Lophiosilurus alexandri demonstraram uma maior
suscetibilidade ao estresse oxidativo em seus tecidos hepaticos. Neste contexto, o
radical Oxido nitrico (NO) mostrou-se elevado, especialmente em Lophiosilurus
alexandri e Loricariichthys castaneus. E importante notar que um aumento isolado no
oxido nitrico (NO) ndo é uma indicacao direta de estresse oxidativo, uma vez que o
NO desempenha multiplas fungdes vitais no organismo, como a regulagéo do ténus
vascular e a sinalizacao celular. Assim, para determinacdo precisa do estresse
oxidativo, € crucial avaliar ndo apenas os niveis de NO, mas também outros
marcadores de EROs e a capacidade antioxidante do organismo. Neste contexto,
Lophiosilurus alexandri revelou uma redugcdo nas enzimas antioxidantes,
especialmente na superéxido dismutase (SOD), que apresentou uma diminuicao
significativa no grupo afetado em comparacdo com o grupo nao afetado. Estes
resultados sugerem a possibilidade de que os residuos estejam exercendo um efeito
inibitério na sintese desta enzima antioxidante, potencialmente promovendo o
desenvolvimento do estresse oxidativo. Vale ressaltar, como ja comentado por
GONTIJO & BITTENCOURT em 2005, que substancias como o arsénio tém o
potencial de interagir com proteinas, levando a sua inativacao, o que pode contribuir
para esse cenario de diminuicdo de enzimas antioxidantes. A espécie Oligossarcus
acutirostris demonstrou um aumento significativo no marcador malondialdeido (MDA)
e na atividade da enzima antioxidante superdéxido dismutase (SOD), quando
comparados animais provenientes de areas nao afetadas e afetadas. Esses
resultados sugerem um possivel inicio da instauracdo de um estado de estresse
oxidativo celular, evidenciado pelo aumento do MDA, indicador de peroxidagao
lipidica, e pelo aumento da atividade da SOD, provavelmente associado a resposta
celular a esse estresse oxidativo. Por outro lado, na espécie Hypostomus affinis
observou-se uma leve reducdo nas enzimas antioxidantes, acompanhada por um
aumento expressivo de proteinas carboniladas (PC), quando comparados 0s grupos
provenientes de areas ndo afetadas e afetados. Esse aumento de PC indica a
oxidagao de proteinas, sugerindo um processo mais avangado de estresse nessa
espécie, considerando a sequéncia: lipidios sdo oxidados primeiro, seguidos por
proteinas, e por fim, lesdes no DNA, como ja descrito por JAKUBCZYK (2020). Estes
achados ressaltam a complexidade das respostas bioquimicas a exposicoes
ambientais e sublinha a necessidade de investigagcdes mais aprofundadas para
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compreender 0S mecanismos subjacentes a tais modificagcbes nas defesas
antioxidantes em espécies especificas.

Notadamente, em H. affinis e L. alexandri, foi constatado, nas andlises
histopatoldgicas, aumento na incidéncia de esteatose e congestao vascular hepatica.
Ambas as espécies exibiram elevados niveis de concentracao de arsénio. A analise
de correlagcado utilizando o teste de Pearson revelou uma associagao positiva e
estatisticamente significativa entre a presenca do metal arsénio (As) e a esteatose no
tecido hepatico. Essas observacdes destacam a possivel relacdo entre exposicdo ao
arsénio e as alteragdes histopatoldgicas no figado dessas espécies. A instauragao do
processo de esteatose hepética € um fendbmeno multifacetado que resulta de uma
interacdo complexa entre diversos fatores fisiologicos e patoldgicos. Inicialmente, ha
um desequilibrio entre a entrada, sintese, armazenamento e saida de lipidios no
figado, levando a um acumulo excessivo de triglicerideos nos hepatocitos. Esse
desequilibrio pode ser exacerbado pelo estresse oxidativo, que desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento e na progressdao da esteatose hepatica,
influenciando diversos mecanismos que culminam na instauracdo do acumulo de
gordura no figado. De acordo com WANG em 2016, esse processo inicia-se com a
producao desregulada de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais livres,
em detrimento da capacidade antioxidante do figado. As EROs, ao atacarem os
lipidios presentes nos hepatécitos, desencadeiam a peroxidacao lipidica, gerando
radicais livres de lipidios que comprometem as membranas celulares e organelas. Por
exemplo, podem comprometer o funcionamento do reticulo endoplasmatico e de
mitocOndrias, resultando em diminuicdo da oxidagdo de 4acidos graxos e,
consequentemente, no maior acumulo intracelular de lipidios. Ainda, tal dano induz
vias inflamatorias e respostas imunes no figado, ativando macréfagos e promovendo
a produgéo de citocinas pro-inflamatérias. O estresse oxidativo também ativa diversas
vias de sinalizacao celular, como o NF-kB e o Nrf2, que regulam genes envolvidos na
resposta ao estresse oxidativo e inflamacéao, contribuindo assim para a instauragao
da esteatose hepatica. Em conjunto, esses mecanismos demonstram a relagao
complexa entre o estresse oxidativo e a patogénese da esteatose hepatica. A
congestdo vascular, por sua vez, pode ser consequéncia da exposi¢cao crdnica a
agentes nocivos (BROWN-PETERSON et al., 2017), o que pode ocasionar a dilatagéo
dos sinusoides hepéticos. Este estado é caracterizado pelo aumento dos capilares no
figado, frequentemente associado a obstrugéo do fluxo venoso hepatico, resultando
em estase vascular e congestdo do parénquima hepatico (BRANCATELLI et al.,
2018). De maneira analoga, a pesquisa conduzida por BEEGAM et al. (2019), ao
explorar os potenciais efeitos toxicos da exposicdo ao 6xido de zinco (ZnO), e ao
avaliar as alteracdes histopatolégicas em Sparus aurata, identificou um aumento
significativo na vacuolizacdo lipidica (esteatose), acompanhado de um aumento
expressivo na congestao sanguinea nos sinusoides e nos vasos hepatoportais. Essas
descobertas destacam a sensibilidade do figado a determinadas substancias toxicas,
como o arsénio, conforme evidenciado nos estudos de PETRICK et al. e STYBLO et
al., ambos realizados em 2000. Essas pesquisas indicam que o processo de
desintoxicacdo de algumas substancias pode resultar na formacdo de compostos
ainda mais prejudiciais para o organismo. Um exemplo disso € a metilagcdo do arsenito,
que gera acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsinico (DMA). Ambos os
compostos demonstraram uma citotoxicidade aumentada em comparacao com o
arsenito, conforme descrito em suas respectivas investigacoes.

Em organismos aquaticos, o glicogénio desempenha uma funcao essencial
como reserva energeética, encontrando-se abundantemente armazenado nos tecidos
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hepaticos e musculares dos peixes (BRAGATO et al., 2020). A sua presenga em niveis
moderados constitui um indicativo de um estado saudavel nesses organismos. No
entanto, observa-se que metais pesados, de modo geral, desencadeiam uma reducao
nos niveis de glicogénio hepéatico. Este fenémeno pode ser atribuido ao estresse fisico
e oxidativo resultante da contaminacao, que demanda elevados aportes energéticos
para ativacdo de mecanismos de defesa do organismo (TEWARI et al., 2019). A
regulacdo da quantidade de glicogénio armazenado é meticulosamente controlada por
vias endécrinas, as quais modulam os niveis de glicose no sangue. Em situacdes de
hiperglicemia, ocorre uma resposta hormonal que estimula a ativagao de enzimas
envolvidas na sintese de glicogénio (ENES et al., 2008; PEREZ-JIMENEZ et al.,
2007). No ambito deste estudo, ndo foram identificadas disparidades significativas nos
niveis de glicogénio entre os peixes provenientes de areas impactadas e nao
impactadas. Esses resultados sugerem que, pelo menos no que diz respeito ao
armazenamento de glicogénio, os peixes nas éareas afetadas mantiveram uma
homeostase comparavel aquela observada em ambientes néo afetados.

Para obtermos uma compreensdo mais precisa da extensdo das lesdes
hepaticas, optamos por avaliar também a fibrose hepatica. Este processo patologico
envolve uma série de lesdes agudas e crbnicas no figado, desencadeando a ativagao
de fibroblastos. Essas células desempenham papel fundamental na substituicdo do
tecido lesado por tecido cicatricial, composto principalmente por colageno do tipo |, o
qual nao possui a mesma funcionalidade do tecido hepatico. Esse processo pode
acarretar um desequilibrio na sintese, degradacgéo e deposicdo da matriz extracelular
no figado (KHANAM et al., 2021). Em peixes, a fibrose hepética esta frequentemente
associada a condi¢cdes de méa qualidade da agua, ambientes estressantes e presenca
de agentes patogénicos (CAQO et al., 2023). No que diz respeito a essa analise, apenas
a espécie L. alexandridemonstrou um aumento significativo na densidade volumétrica
de colageno encontrado no tecido hepatico, indicando um processo fibrético avangado
em comparagao com o grupo de areas nao afetadas. Isso sugere que essa espécie
pode ser mais sensivel a danos hepaticos. De maneira semelhante, SANTOS et al.
(2022) empregaram a fibrose hepatica como um parédmetro para avaliar diferentes
contaminantes e as variagdes sazonais (verao e inverno), bem como suas implicagbes
na histologia do figado de Luciobarbus bocagei e Pseudochondrostoma duriense.
Assim, os resultados de SANTOS et al. (2022) revelaram que os niveis de metais
pesados na agua do rio Vilarigca alcancaram concentracoes capazes de causar danos
hepaticos significativos aos peixes da regido. Tanto a espécie L. bocagei quanto P.
duriense foram afetadas, exibindo lesdées no parénquima hepatico, nos vasos
sanguineos e nos ductos biliares. As analises histopatolégicas do figado desses
peixes revelaram uma série de alteracdes, incluindo vacuolizacdo dos hepatdcitos,
ruptura endotelial, necrose e fibrose, com a ultima sendo mais evidente durante os
meses de verdo. Além disso, o arsénio foi identificado como um dos metais
causadores dessas patologias. Destacando a relevancia dessa abordagem na
investigacao dos efeitos ambientais sobre a saude hepatica em peixes.

Conforme previsto, as branquias surgiram como o tecido mais vulneravel entre
as espécies examinadas. Em organismos aquéaticos, as branquias desempenham um
papel crucial na avaliacao dos efeitos dos poluentes ambientais, devido a sua extensa
superficie de contato com o meio externo (DE MARCO et al., 2023; ALE et al., 2018).
Este érgao desempenha funcbes vitais, incluindo respiracdo, ionorregulacao,
regulacdo acido-base e excrecdo de residuos nitrogenados, tornando-se assim
diretamente exposto a &gua e, consequentemente, aos agentes poluentes
(CAPPELLO et al.,, 2018). A exposicdo a metais pesados pode induzir estresse
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oxidativo nas branquias, comprometendo processos fisioldgicos essenciais e levando
a mortalidade do organismo (LI et al., 2021; SCHLENK & BENSON, 2017). No geral,
em relacdo aos indicadores de estresse oxidativo, foi notado um aumento significativo
em alguns marcadores de dano oxidativo tecidual (MDA, PC e NO) nas espécies de
peixes coletadas em areas afetadas, o que sugere um estado de estresse oxidativo
nesse tecido, indicado por danos tanto a lipidios quanto a proteinas.

As espécies objeto deste estudo que apresentaram maior impacto no tecido
branquial incluem L. castaneus, L. alexandri, H. affinis e H. intermedius. Notadamente,
L. castaneus se destacou ao exibir niveis elevados de dois marcadores de estresse
oxidativo (MDA e PC), assim como de duas enzimas antioxidantes (SOD e GST). Os
resultados obtidos sugerem a possibilidade de uma producdo excessiva de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), que podem induzir a oxidacao de lipidios e proteinas.
Neste contexto, o sistema antioxidante desempenha um papel proeminente, com a
expressao elevada de enzimas como a SOD (Superéxido Dismutase), atuando como
a primeira linha de defesa, e GST (Glutationa S-Transferase), como a segunda linha
de defesa, visando neutralizar as EROs e mitigar os danos celulares associados. A
SOD é uma enzima antioxidante crucial na primeira linha de defesa contra os radicais
livres, especialmente o anion superdxido (O2"). Ao acelerar a passagem de um elétron
para o superdxido, convertendo-o em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz),
a SOD neutraliza eficazmente o superéxido altamente reativo, protegendo as células
contra danos oxidativos. Por sua vez, a GST desempenha um papel vital na
detoxificacdo celular, conjugando moléculas téxicas com a glutationa (GSH),
formando conjugados menos reativos e mais soluveis em agua. Além disso, a GST
atua como uma pega-chave na protegao antioxidante, neutralizando radicais livres e
peroxidos, e preservando lipidios, proteinas e acidos nucleicos contra danos
oxidativos. Esta enzima também contribui para a regeneracédo da GSH, essencial para
manter os niveis adequados de glutationa no citoplasma, garantindo assim a eficacia
continua da defesa antioxidante celular. Dentre as espécies estudadas, embora O.
acutirostris tenha apresentado niveis elevados de cobre nos musculos, foi a Unica que
nao demonstrou alteragdes significativas no perfil oxidativo. Esses resultados indicam
a variabilidade nas respostas fisiologicas das espécies diante das condigcbes
ambientais adversas, ressaltando a importancia de considerar tais nuances ao avaliar
0s impactos sobre a saude dos organismos.

Além disso, a espécie L. castaneus destacou-se como a unica a apresentar
um aumento significativo de hiperplasia interlamelar nas branquias, sugerindo que tal
fenbmeno pode ser atribuido ao estresse oxidativo. A hiperplasia interlamelar
branquial € uma modificacdo histopatolégica observada em peixes expostos a
condigbes ambientais desfavoraveis, como baixa concentragdo de oxigénio,
temperaturas elevadas ou contaminacdo por agentes toxicos. Esse processo
patolégico envolve o aumento do numero de células epiteliais entre as lamelas
secundarias, estruturas responsaveis pelas trocas gasosas nas branquias. A
hiperplasia interlamelar resulta na redugdo do espaco entre as lamelas, dificultando a
difusao eficiente de oxigénio e diéxido de carbono, comprometendo assim a funcéo
respiratéria dos peixes (REIS et al.,, 2009). Paralelamente, no que concerne a
concentragdo de metais no musculo, observou-se um aumento notavel do arsénio e
niquel nos individuos de L. castaneus de locais afetados em ralagdo aos de locais néo
afetados. De acordo com RODRIGUES & SMITH (2022) tal fendmeno pode ser
atribuido aos habitos alimentares ili6fagos da espécie, que a colocam em contato
direto com o sedimento, possibilitando a interacdo eventual com contaminantes
presentes no meio aquatico, precipitados e biodisponibilizados no fundo do leito do
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rio. Conforme evidenciado no trabalho de RODRIGUES & SMITH (2022), no qual
foram analisadas as concentragdes de metais nos tecidos de algumas espécies de
peixes utilizadas como bioindicadores, pertencentes a diferentes niveis tréficos, e os
resultados apontaram para uma maior contaminagao no grupo tréfico iliéfago.

Quanto as analises das branquias, notou-se que as espécies L. castaneus, L.
alexandri, H. affinis e O. acutirostris apresentaram fusdo lamelar, resultando na
aderéncia entre as lamelas branquiais. Essa fusdo pode ser uma decorréncia do
avanco da hiperplasia interlamelar, promovendo a unido das lamelas secundarias.
Esse fendmeno compromete o funcionamento adequado do érgéo e, por conseguinte,
a capacidade respiratéria dos animais, conforme evidenciado por CASTRO et al.
(2018). Essa observagao ressalta a importancia de compreender os efeitos adversos
desencadeados por tais alteragdes nas branquias dessas espécies, impactando
diretamente na sua fisiologia respiratoria.

No presente estudo, podemos dizer que L. alexandri e H. affinis foram as
espécies com o figado mais afetado, levando-se em conta as andlises de estresse
oxidativo e histopatologias. E no que diz respeito as branquias, podemos acrescentar,
além dessas duas supracitadas, a espécie L. castaneus. Espécies essas que também
apresentaram niveis significativos de arsénio nos mdusculos, e tem como
caracteristicas comuns o fato de serem peixes de couro (Siluriformes) e habitarem o
fundo dos rios (bentbnicos), estando mais expostos aos metais acumulados nos
sedimentos. Estudos adicionais com espécies de peixes na regidao de Mariana - MG,
subsequente ao desastre do rompimento da barragem, sustentam e corroboram o0s
resultados obtidos em nossa pesquisa. WEBER et al. (2020) relataram que Hoplias
intermedius e Hypostomus affinis exibiram alteracées histopatolégicas e indugéo de
estresse oxidativo hepatico no local contaminado. Adicionalmente, constatou-se o
bioacumulo de metais como arsénio, cromo, manganés, mercurio, selénio e zinco nos
musculos e figado de algumas espécies de peixes presentes na area afetada,
conforme evidenciado por GABRIEL et al. (2020), FERREIRA et al. (2020) e VIEIRA
et al. (2022). Além disso, altos niveis de metais foram detectados tanto na agua quanto
no sedimento das regides impactadas, como apontado por AGUIAR et al. (2020) e
GABRIEL et al. (2020). Essa convergéncia de resultados entre diferentes estudos
reforca a consisténcia das implicagbes ambientais e biolégicas decorrentes do
desastre ambiental, sublinhando a necessidade e relevancia de estratégias efetivas
de mitigacao e reabilitagdo nessas areas afetadas.

As espécies Hypostomus affinis e Lophiosilurus alexandri emergiram como as
mais impactadas no geral, apresentando estresse oxidativo e lesdes histopatoldgicas
em ambos os tecidos, branquial e hepatico. Hypostomus affinis destacou-se por ser a
Unica espécie a evidenciar um aumento nos marcadores bioquimicos de danos
teciduais, especificamente as proteinas carboniladas, em ambos os tecidos avaliados
(bréanquias e figado). Essa constatacao foi corroborada por estudos histopatologicos
que validaram esses resultados, tendo essa espécie apresentado fusao lamelar e
esteatose hepatica. Além disso, a espécie apresentou elevados niveis de arsénio nos
musculos. Por sua vez, L. alexandri, que apresentou consideraveis quantidades de
arsénio e ferro, revelou-se impactada, exibindo niveis elevados de malondialdeido
(MDA) nas branquias, indicando peroxidacao lipidica. Achados patolégicos, como
fusdo lamelar nas branquias, somaram-se a essa observacao. No figado, esta espécie
foi considerada a mais sensivel, evidenciando uma incidéncia elevada de esteatose,
congestao vascular hepatica e um significativo processo fibrético. Dada a abundancia
dessas espécies em toda a bacia e sua sensibilidade as variaveis testadas, sugere-
se que o cascudo-manteiga H. affinis e o pacama L. alexandripossam ser indicadores
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bioldgicos promissores para avaliagbes de alteracées ambientais, proporcionando
informacdes cruciais para a conservacao e gestao dos ecossistemas aquaticos.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelam-se potencialmente valiosos como
indicadores biolégicos abrangentes das alteracbes ambientais decorrentes do
rompimento da barragem na regido de Mariana - MG. Essas descobertas oferecem
uma abordagem essencial para o biomonitoramento do ecossistema impactado,
fornecendo informagdes significativas sobre os efeitos dessas mudangas nas
espécies estudadas. Observou-se, em particular, que animais provenientes de areas
afetadas apresentaram marcantes alteragdes histopatolégicas e danos oxidativos,
especialmente no tecido branquial, um componente vital para processos fisiolégicos
essenciais nos peixes. Ao analisar coletivamente todas as espécies, destaca-se o
arsénio (As) como o metal com concentracéao significativamente aumentada em peixes
oriundos de locais impactados pelo rejeito. Além disso, niquel (Ni), ferro (Fe) e cobre
(Cu) também foram identificados em quantidades elevadas em determinadas
espécies. Os demais metais apresentaram uma distribuicdo comparavel entre os dois
ambientes estudados. Em conjunto, esses resultados contribuem para um
entendimento abrangente do perfil oxidativo e da concentracdo de metais nas
populacées de peixes da regidao apds o incidente da barragem de minério. Tais
conclusbes sao cruciais para a avaliacdo do impacto ambiental decorrente desse
evento, faciltando a formulacdo de estratégias eficazes de conservacdo e
recuperacado do ecossistema aquatico. A utilizagdo dessas informagdes como base
para a implementacdo de medidas mitigadoras pode ser instrumental para minimizar
0s impactos a longo prazo dessa perturbagdo ambiental.
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