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RESUMO

RODRIGUES, Maria Luiza Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2021.
Toxicidade por metais pesados em testiculo de Oreochromis niloticus e Geophagus
brasiliensis da Bacia do Rio Doce, trés anos apds rompimento da barragem de rejeitos em
Mariana — MG. Orientadora: Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Coorientadores: Sergio Luis
Pinto da Matta, Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo, Mariella Bontempo Duca de Freitas,
Jener Alexandre Sampaio Zuanon, Laercio dos Anjos Benjamin, Juraci Alves de Oliveira e
Reggiani Vilela Gongalves.

Em 5 de novembro de 2015 ocorreu o rompimento da Barragem de Fundio, localizada no
distrito de Bento Rodrigues (Mariana-MG), e foram lancados no ambiente aproximadamente,
trinta e cinco milhdes de m3 de rejeitos de mineracdo de ferro, que atingiu toda a extensao do
rio Doce. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade por metais pesados sobre o testiculo
de duas espécies de peixes do rio Doce, trés anos apds o rompimento da barragem. Foram
utilizados 15 exemplares de Oreochromis niloticus (espécie exética) e Geophagus brasiliensis
(espécie nativa), coletados no rio Doce e no rio Piranga (ndo afetado pelo rompimento), nos
municipios de Santa Cruz do Escalvado e Ponte Nova, respectivamente. Os animais foram
eutanasiados para a retirada dos testiculos, que foram processados para andlises de
quantificagdo de metal, histoldgica e de estresse oxidativo. Foi realizado também anélise de
quantificagdo de metais na 4gua e no sedimento. As concentracdes dos metais pesados na dgua,
e no sedimento ndo tiveram diferencas significativas entre os rios Doce e Piranga. Em relagao
a concentracdo de metal pesado no testiculo, observou-se concentra¢do significativamente
maior em tildpias do Rio Doce (TRD) quando comparado a tildpia do Rio Piranga (TRP), para
cobre e cobalto e menores de mercurio em TRD; os niveis de mercurio também forem menores
no card do Rio Doce (CRD) comparado com o do Rio Piranga (CRP). Entre CRP e TRP
observou-se concentragdes mais altas para ferro e mercurio. Produtos do stress oxidativo e a
atividade de enzimas antioxidantes foram maiores nos peixes do rio Piranga, entretanto, a
ocorréncia de cistos espermatogénicos contento patologias foi maior nos peixes do rio Doce.
Quanto a biometria gonodal, o peso corpora, comprimento padrdo, peso e comprimento gonadal
foram maiores no grupo TRD quando comparado ao TRP, contudo, o indice gonadossomético
se mostrou reduzido neste grupo, assim como em CRD. O nimero de cistos e sua area foram
menores no grupo TRD quando comparado com o grupo TRP. Foi observada a ocorréncia de
mais cistos patologicos nos grupos dos cards, sendo o grupo CRD o mais afetado. Os grupos do

rio Doce apresentaram maior frequéncia de células em processo inicial de dano ao DNA.



Conclui-se que, a 4gua e o sedimento dos rios Doce e Piranga apresentaram estados semelhantes
de contaminacdo por metais pesados. Entretanto, as espécies analisadas do rio Doce se
mostraram mais afetadas, em especial o card, que apresentou maiores danos testiculares, se

mostrando mais sensivel a esses poluentes.

Palavras-chave: Mineragdo. Ecotoxicologia. Reproducdo. Histopatologia. Status oxidativo.



ABSTRACT

RODRIGUES, Maria Luiza Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2021.
Heavy metal toxicity in testicles of Oreochromis niloticus and Geophagus brasiliensis in the
Rio Doce, three years after the tailings barrage rupture in Mariana — MG. Adviser: Sirlene
Souza Rodrigues Sartori. Co-advisers: Sergio Luis Pinto da Matta, Fabiana Cristina Silveira
Alves de Melo, Mariella Bontempo Duca de Freitas, Jener Alexandre Sampaio Zuanon, Laercio
dos Anjos Benjamin, Juraci Alves de Oliveira and Reggiani Vilela Gongalves.

On November 5, 2015, the Funddo Dam broke, located in the Bento Rodrigues district
(Mariana-MG), and approximately thirty-five million m3 of iron mining tailings were released
into the environment, which reached the entire extension of the Doce river. The aim of this
study was to evaluate the toxicity of heavy metals on the testis of two species of fish from the
Doce river, three years after the dam burst. Fifteen specimens of Oreochromis niloticus (exotic
species) and Geophagus brasiliensis (native species) were collected from the Doce river and
the Piranga river (unaffected by the rupture), in the municipalities of Santa Cruz do Escalvado
and Ponte Nova, respectively. The animals were euthanized for the removal of the testicles,
which were processed for analysis of metal quantification, histological and oxidative stress.
Analysis of the quantification of metals in water and sediment was also carried out. The
concentrations of heavy metals in water and sediment did not differ significantly between the
Doce and Piranga rivers. In relation to the concentration of heavy metal in the testis, a
significantly higher concentration was observed in tilapia from Doce river (TRD) when
compared to tilapia from Piranga river (TRP), for copper and cobalt and lower mercury in TRD;
mercury levels are also lower in card from Doce river (CRD) compared to card from Piranga
river (CRP). Between CRP and TRP, higher concentrations for iron and mercury were observed.
Products of oxidative stress and the activity of antioxidant enzymes were higher in fish from
the Piranga river, however, the occurrence of spermatogenic cysts with pathologies was higher
in fish from the Doce river. As for gonodal biometrics, body weight, standard length, gonadal
weight and length were higher in the TRD group when compared to the TRP, however, the
gonadosomatic index was reduced in this group, as well as in CRD. The number of cysts and
their area were lower in the TRD group when compared to the TRP group. The occurrence of
more pathological cysts was observed in the card groups, with the CRD group being the most
affected. The Doce river groups showed a higher frequency of cells in the initial process of
DNA damage. It is concluded that the water and sediment of the Doce and Piranga rivers

presented similar states of contamination by heavy metals. However, the analyzed species from



the Doce river were more affected, especially the card, which showed greater testicular damage,

being more sensitive to these pollutants.

Keywords: Mining. Ecotoxicology. Reproduction. Histopathology. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ecossistema aqudtico € considerado o mais propenso a contaminacio, que estd
constantemente associada a lancamentos de efluentes domésticos, industriais, agricolas e de
mineracdo, podendo ocorrer de forma intencional ou acidental pela atividade humana, ou a
partir de fontes naturais (BERTOLETTI, 1990; MASON, 1996; QU, WANG, 2015). O répido
desenvolvimento industrial e agricola, juntamente a insumos associados de fertilizantes e
pesticidas, e o aumento das populacdes nas cidades levaram a contaminacao dos ecossistemas
de 4dgua doce através do excesso de dguas residuais contendo metais pesados (KHOSRAVI et
al., 2011). Os metais pesados também podem ser produtos de varios processos naturais, como
erosdo e intemperismo do leito rochoso, e também de acdes humanas, como as atividades
industriais, agricolas, de mineragdo, fumaca de escapamento de veiculos e vazdo de dgua de
esgotos, entrando assim no ecossistema aquético (ALI-BEIGI et al., 2017; DIAZ-DE ALBA et
al., 2011; ZHANG et al., 2009).

Entre os ecossistemas de dgua doce, os rios sao considerados uma das fontes mais
importantes de 4gua para uma série de atividades humanas, dentre elas a agricultura e industria,
além do fornecimento para a populacdo. Para assegurar a adequabilidade da 4gua e a seguranca
no seu uso, é necessario conhecer os parametros de qualidade, como a concentracdo de metais
pesados, pois a entrada de poluentes nos rios tem sido crescente, tendo como consequéncia a
reducdo na qualidade da dgua (ALAHABADI, MALVANDI, 2018; KURDI et al., 2016;
MIRZAEI, SOLGI, 2016;). A contaminacdo com metais pesados tem sido relatada em
organismos aqudticos e como estes poluentes se acumulam na cadeia alimentar, sdo
responsdveis pelos efeitos adversos e morte de muitos organismos (FARKAS et al., 2002;

OLOJO et al., 2005).

Assim, os peixes tém sido utilizados na avaliacdo da satde dos ecossistemas aquaticos
e as alteragdes morfofisioldgicas encontradas nestes servem como biomarcadores de polui¢do
ambiental (KOCK et al., 1996). Nos peixes o acimulo de metais pode tord-los mais vulneraveis
a predacdo e menos resistentes para tolerar outros agentes estressores, como baixas
concentracoes de oxigénio dissolvido, além de provocar alteracdes morfofisioldgicas em varios

orgaos como os do sistema digestorio, as gonadas, o encéfalo e as branquias (JOBLING, 1995).

A extracdo mineral € considerada uma drea importante no desenvolvimento do pais,

sendo fundamental para varios segmentos industriais (CARVALHO et al., 2012). Varios
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municipios brasileiros t€ém sua economia baseada na explora¢cdo mineral, entretanto, a atividade
gera excesso de residuos que devem ser geridos de maneira adequada visando minimizar os
impactos ambientais em decorréncia dessa atividade. A utilizacdo de barragens de rejeitos em
atividades mineradoras é uma das formas de controle mais comuns e que, quando bem
executadas, mostram bons resultados. Entretanto, quando mal dimensionadas ou executadas
podem ser levadas a ruptura gerando danos ambientais que impactam fauna, flora e sociedade

proximas ao local (DUARTE, 2008; MACHADO, 2007).

A ruptura de uma barragem de rejeitos ocorreu no distrito de Bento Rodrigues (Mariana-
MG), em 5 de novembro de 2015. Nomeada barragem de Fundao, seu rompimento langou no
ambiente aproximadamente trinta e cinco milhdes de m3 de rejeitos de mineracdo de ferro. Além
de comprometer 663,2 km do rio Doce nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, o
lancamento desses rejeitos exerceu impactos sobre o estudrio e regido costeira de influéncia. Os
residuos da barragem provocaram impactos sobre a vegetacdo natural, Areas de Preservagio
Permanente, ictiofauna e a qualidade da dgua, além de evidentes danos socioecondmicos. A
contaminac¢ao dessa drea acometida pelo rompimento da barragem deu-se predominantemente
pela incorporacdo de metais pesados (CARVALHO et al.,, 2017; DIAS et al., 2018;
ESPINDOLA et al., 2017; IBAMA, 2015; LACAZ et al., 2017; PORTO, 2016).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar a toxicidade por metal
pesado em testiculos das espécies de peixes, Oreochomis niloticus, espécie exodtica e

Geophagus brasiliensis, espécie nativa, do rio Doce e rio Piranga.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Metais pesados

O metal é um elemento caracterizado por uma tendéncia em ceder elétrons e que tem
condutividade térmica e elétrica elevada. Sdo sélidos - com exce¢do do merctrio - geralmente
ducteis, maledveis e podem formar ligas. No grupo dos metais existe um grupo denominado
113 . ED) ~ r1e . .

metais pesados” que sao os elementos metalicos com densidade alta comparada a outros, igual
ou acima de 5 g/cm’. Este grupo de metais ocorre em sistemas naturais em pequenas

concentracoes (SANTANA, 2008).

Alguns metais pesados sdo caracterizados como elementos tracos, aqueles que, em

condi¢des naturais, sdo encontrados em concentragcdes muito baixas no organismo e podem
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apresentar fun¢des importantes, por isso também chamados de metais essenciais (OLIVEIRA,
HORN, 2006). Todos os metais pesados, inclusive os essenciais, podem ser toxicos quando
absorvidos em quantidades excessivas. Assim, a concentracdo do metal pesado é um fator
importante que define se ele vai beneficiar ou prejudicar a saide do organismo, associado ao
tempo de exposi¢cao. Os metais pesados tem a caracteristica de se acumularem nos componentes
do ambiente, onde manifestam sua toxicidade por ndo serem degraddveis (BAIRD, 2002;

GOYER, 1996; MENDIL et al., 2005; NASREDDINE et al., 2010).

A adicdo desses elementos nos corpos hidricos tem ocorrido, principalmente, por meio
das atividades industriais e de mineragdo, causando impactos significativos na saide humana e
na biota aquatica. A poluicao dos sistemas aqudticos por metais pesados é um fator que afeta a
qualidade ambiental e constitui risco iminente de toxicidade ao homem (MUNIZ, FILHO,
2006; RIBEIRO et al., 2012). Os metais pesados afetam gravemente as fungdes celulares
fundamentais por mecanismos complexos, nem sempre bem conhecidos, modificam estruturas
celulares e enzimas e substituem metais cofatores de atividades enzimaticas. A toxicidade dos
metais relaciona-se com pelo menos trés categorias de influéncias: a interacdo com metais
essenciais por afinidade eletronica; o bloqueio de grupos funcionais essenciais a atuacao de
uma biomolécula e a inibi¢cdo enzimatica de proteinas com grupos SH, com modifica¢des na
conformacdo de seus sitios ativos e na sua estrutura quaternaria (FERRER, 2003; VIRGA et

al., 2007).

Metais pesados podem ser perigosos, pois se trata de poluentes estdveis (ndo sdo
degradados ou quando degradados demandam longo periodo), o que acarreta sua permanente
adi¢ao ao meio aquético (BURATINI; BRANDELLI, 2006). Os processos de acumulagdo nos
organismos envolvem: a bioconcentrag¢do, que € o processo pelo qual uma substancia quimica
€ absorvida do ambiente aquatico pelo organismo por meio das suas superficies, de modo que
a concentracdo dessa substdncia no organismo € superior aquela encontrada no meio; a
bioacumulacao, que consiste no acimulo de compostos quimicos no organismo, tendo em vista
que sua absorcdo € maior que a sua eliminacio; e a biomagnificacdo, que ocorre ao longo da
cadeia alimentar, com acimulo progressivo de substincias nos seres vivos, sendo maior nos
niveis tréficos mais altos da cadeia. Esses trés processos ocorrem em paralelo, principalmente
no meio aquatico (VOUTSAS et al., 2002). A absor¢do de substancias contaminantes pode
ocorrer de forma direta, pelo contato com dgua e sedimento, ou de forma indireta, por meio de

alimentos contaminados. Ja a elimina¢@o do contaminante do organismo pode ocorrer por troca
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respiratoria, excrecoes fecal e urindria, biotransformacdo metabdlica do contaminante e

diluicao resultante do crescimento (COSTA et al., 2008).

A bioacumulagdo de metais pesados em peixes pode ocorrer mesmo quando estes se
encontram em baixas concentra¢des no ambiente, pelo maior contato das superficies do animal
com os contaminantes (MACHADO et al., 2002). Assim, nesse grupo de animais os metais
podem levar comumente a distirbios no crescimento e na reprodugdo (VITEK et al., 2007). Em
humanos, estes contaminantes estdo mais associados a efeitos carcinogénicos, doencas

cardiovasculares e neuroldgicas, quando ha exposicao a longo prazo (CALDERON, 2000).
2.1.1 Ferro (Fe)

O ferro é encontrado na natureza em forma de minério sendo altamente usado pelas
industrias na fabricacdo de fungicida, eletrodos, corantes e na producdo de aco para fabricacdo
de ferramentas e maquinas. E fundamental para a sobrevivéncia dos individuos devido a sua
essencialidade para multiplos processos metabodlicos como transporte de oxigénio, sintese de
DNA, transporte de elétrons e atividade de muitas enzimas atuando como cofator (BURY et al.,

2003).

A maior concentragdo de ferro nos peixes foi encontrada no figado, nas gonadas e
branquias (AUTHMAN et al., 2015). Nesta dltima, a sobrecarga de ferro gera uma deposi¢ao
nociva, originando a formacao de flocos de ferro, levando a sua obstrucdo e consequentemente,
a perturbacdes respiratérias (BURY et al., 2003). Uma dieta rica em ferro afeta o crescimento
dos peixes, tendendo a reduzir seu tamanho corporal. Compostos de ferro podem também
precipitar na superficie de ovos de peixes causando a morte por falta de oxigénio (AUTHMAN
et al., 2015). O ferro em acimulo no organismo também pode gerar espécies de radicais livres,
devido sua alta capacidade redox esse elemento reage com o perdxido de hidrogénio originando

o radical hidroxila, altamente reativo e téxico contra as células (FARINA et al., 2013).
2.1.2 Aluminio (Al)

O aluminio € um metal que ndo é encontrado em estado puro na natureza, ocorre de
forma combinada em rochas e minerais devido a sua elevada afinidade pelo oxigénio. Possui
inimeras aplicacdes, como a fabricacdo de panelas, janelas, pecas de carro, equipamentos
eletrOnicos, latas de bebidas e mineracdo. Esse elemento ocupa a posi¢cdo do metal mais
abundante e € o terceiro elemento quimico da crosta mais intensamente explorado (TEIEN et

al., 2007).



17

A toxicidade do aluminio em pH é&cido possui efeitos mais deletérios quando
comparado ao pH bésico durante exposi¢des agudas. Estudos relatam que exposicdes ao
aluminio no ambiente dcido afetam as branquias e a osmorregulacdo. A toxicidade a esse metal
também ¢ dependente de temperatura, quando esta aumenta, hd aumento da toxicidade
(POLEO, 1995). O mecanismo de toxicidade em peixes parece estar relacionado 2 interferéncia
com o equilibrio i6nico e osmdtico e com problemas respiratérios resultantes da elevagcao na
barreira de difusdo dos gases respiratérios devido a producdo excessiva de muco, além de
edema, fusao lamelar, degeneracdo e hiperplasia. Outras alteragdes fisioldgicas observadas em
diferentes espécies de peixes expostas ao aluminio foram distirbios cardiovasculares,
hematoldgicos, metabdlicos, enddcrinos e reprodutivos (TEIEN et al., 2007). Em peixes de
dguas com altas concentragdes de aluminio foi observado um indice gonadossomético menor
(PYLE et al., 2005), que pode ser reflexo da inibicdo do processo espermatogénico
(YAMAGUCHI et al., 2007). Alguns estudos também mostram a diminui¢ao na concentracao
espermatica e da motilidade dos espermatozoides (YOUSEF, SALAMA, 2009).

2.1.3 Manganés (Mn)

O manganés € um metal de transi¢do e um dos elementos mais abundantes da crosta
terrestre, usado principalmente como aditivo no ago, em ligas metdlicas, pilhas e baterias secas,
fertilizantes, compostos organicos para secagem de tintas e reagentes quimicos (SILVA, 2002).
Encontrado nas dguas dos rios, tem origem muitas vezes do solo, devido a liberag¢do direta no
leito e nas margens dos rios, ou entdo veiculado pelo ar, e grande parte se deposita junto ao
sedimento no fundo, podendo ser bioacumulado pelos niveis tréficos inferiores (SARIC,

LUCCHINI, 2007).

Este metal € ativador de diversas enzimas necessarias para a sintese da hemoglobina,
para o crescimento, reproducdo, formacdo dssea, produgdo e secrecao de insulina, e para a
prevencao de dano celular (CSUROS, CSURQOS, 2002). Entretanto, elevadas concentra¢des
podem alterar negativamente o organismo, ocasionando modificacdes na regulagcdo idnica e
osmorregulacdo, além de alteracdes metabodlicas nos peixes (ALMEIDA et al.,, 2002). A
toxicidade do manganés pode sofrer influéncia de parametros da 4gua, como pH e temperatura,
e variar de intensidade de acordo com a espécie e estagio de vida (VIEIRA et al., 2012).
Animais expostos a altas concentracoes de Mn apresentam mudancas na atividade normal do

sistema enddcrino, principalmente alteracdes na producgdo e secrecdo de hormonios sexuais.
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Também foi observada diminui¢do na propor¢do de tibulos seminiferos e aumento na

propor¢ao de intertibulo (CEOLIN, 2010).
2.1.4 Zinco (Zn)

O zinco € um dos elementos mais comuns na terra e pode ser encontrado no ar, no solo,
na dgua e também naturalmente nos alimentos (AZEVEDO, CHASIN, 2003). E utilizado na
metalurgia (fundi¢do e refinagdo), na produgdo de 6xido de zinco na fabricacdo de borrachas,
herbicidas, inseticidas, baterias, tintas, ceramicas, cosméticos e fertilizantes (MAHAN, 1995).
Assim, um excesso de zinco entra no ambiente como resultado de atividades antropogénicas,
como a mineragao, purificacdo do zinco, cddmio e chumbo, producio de aco e queima de carvao
e lixo. Outro fator importante, o lixo de inddstrias quimicas que utilizam o zinco, os esgotos
domésticos e as correntes de dgua pluvial pode transportar este metal e contaminar o ambiente

aqudtico (AZEVEDO, CHASIN, 2003).

O zinco € um elemento traco essencial para os seres humanos, animais, plantas e micro-
organismos (DUTRA et al., 2004) e tem fun¢des importantes participando de reagdes que
envolvem a sintese ou a degradacdo de metabdlitos maiores, como carboidratos, lipidios,
proteinas e dcidos nucléicos, assim como nos processos de transporte, em fungdes imunoldgicas
e informacdo genética. Além disso, o zinco € essencial para a mobilizacao hepética da vitamina
A que atua na maturacgdo sexual, fertilidade e reproduc¢do, na fungdo fagocitdria e na imunidade
celular (MAHAN, ESCOTT-STUMP, 1998). Esse metal também participa da estrutura da
proteina metalotioneina, que tem propriedades antioxidantes inibindo a propagacao de radicais
livres, e € componente estrutural da superéxido-dismutase presente no citoplasma de todas as

células (FERNANDES, MAFRA, 2005).

No ambiente aqudtico a toxicidade do zinco é modificada por fatores ambientais como
dureza da agua, oxigénio dissolvido e temperatura (MOORE, RAMAMOORTHY, 1984),
sendo o zinco capaz de formar complexos com vdrios ligantes organicos € inorganicos
(MECANISMOS DE TRANSPORTE, 2003). A toxicidade deste metal provoca alteragdes no
organismo de peixes, como, fusdo das lamelas provocando delecdes no funcionamento das
branquias e consequentemente dificultando a respiracdo do animal. No figado, o actimulo de
zinco pode provocar vacuolizagdo, necrose e degeneracdo celular. O excesso desse elemento
também pode causar retardo no crescimento e baixa imunidade (MORAIS, 2009). Nas gonadas
o zinco pode levar a morte celular com presenga de nucleo picnético, aglomerado celular,

vacuolizagdo celular, descolamento da parede dos cistos, ruptura de cistos e retardo no
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desenvolvimento dos cistos, levando a redugcdo na produgcdo de espermatozoides e

comprometendo as func¢des reprodutivas e a taxa de fecundidade (SANTOS, 2009).
2.1.5 Chumbo (Pb)

O chumbo ocorre na crosta terrestre na forma de vérios minerais, na qual o mais
importante é a galena (PbS), sendo suas formas estdveis o Pb** e Pb** (OHLWEILER, 1972).
O chumbo € usado na fabricacdo de baterias e municdo, como antidetonante na gasolina, na
preservacdo de madeira, em tintas, secantes para tintas, brinquedos, canos e 6leos lubrificantes,

na industria petrolifera, na mineracdo e fundicdo (MAHAN, 1995).

E depositado nos rios, lagos e oceanos a partir dos lancamentos atmosféricos e
escoamento superficial do solo alcangando as superficies das dguas e se depositando nos s6lidos
suspensos por adsor¢do e nos sedimentos (PAOLIELLO, CHASIN, 2001). Nos sistemas
aquéticos, o comportamento de compostos de chumbo é determinado principalmente pela sua
hidrossolubilidade. Este metal mesmo em baixas concentracdes pode interferir em diversas
partes do metabolismo e causar intoxicagdes que, quando cronicas, sdo denominadas de

saturnismo ou plumbismo (NUNES et al., 2004).

Em peixes, estudos demostram que em peixes o chumbo acumula principalmente nas
branquias devido ao seu contato direto com o ambiente, acarretando desequilibrio da sua
homeostase funcional. O acimulo também foi registrado em outros 6rgaos como figado, rins,

baco e trato digestivo (AUTHMAN et al., 2015).

A toxicidade do chumbo leva a altera¢des nos parametros sanguineos com danos graves
aos eritrdcitos e leucdcitos, danos no sistema nervoso, distirbios na osmorregulagdo e na
permeabilidade i0nica das membranas, estresse oxidativo, efeitos negativos na reprodugdo -
prejudicando o desenvolvimento embriondrio e larval de peixes — reducdo no indice
gonadossomético, levando a inibi¢do de processos espermatogénicos, alteragcdes histologicas
dos testiculos, diminui¢cdo quantitativa e qualitativa dos espermatozoides, diminui¢do da
concentracdo de hormoOnios essenciais para a espermatogénese, alteracdes celulares, redugdo da
capacidade de locomoc¢do e enfraquecimento do sistema imunolégico (ASSI et al., 2016;
AUTHMAN et al., 2015; CARLSEN et al., 1992; ELGAWISH, ABDELRAZEK, 2014; PYLE
et al., 2005; YAMAGUCHI et al, 2007;).
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2.1.6 Niquel (Ni)

O niquel ¢ um metal de transicao, apresenta cor branca prateada e corresponde a apenas
0,01% da massa da crosta terrestre, o que o torna um elemento relativamente raro (CANTO,
1996). O emprego deste metal é muito variado e estd presente em cerca de 300 mil produtos
para consumo tais como: materiais militares, moedas, aeronaves, constru¢do civil, fabricacdo
de aco inoxidavel, liga com cobre e aluminio, ligas eletroeletronicas e superligas (FRANCISCO

et al., 20006).

O metal estd envolvido em processos metabdlicos que regulam a producdo de energia e
o bom funcionamento do corpo humano. Em doses elevadas pode causar dermatites e afetar
nervos cardiacos e respiratérios. O niquel também faz parte de fatores relevantes para o
desenvolvimento de cancer. Geralmente ndo € bem absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo
que menos de 5% dos sais mais soliveis sdo absorvidos oralmente em animais e humanos

(CUNHA, 2008; MARQUEZ, 2001; MASSABNI, 2019).

A toxicidade do niquel nos organismos aquéticos varia de acordo com a espécie e os
fatores abidticos como pH, temperatura, salinidade do meio e a presenca de matéria organica e
inorganica. Esse elemento pode levar a degeneracdo do epitélio germinativo, apoptose, redugao
da testosterona sérica e da fertilidade, e pode afetar o desenvolvimento embriondrio e a
subsequente sobrevivéncia da prole (AU et al., 2001; KROCKOVA et al., 2011; MASSANYI
et al., 2007).

2.1.7 Cddmio (Cd)

O cadmio € um metal relativamente raro, utilizado na fabrica¢do de pilhas, baterias,
células voltaicas, lubrificantes, praguicidas e como pigmento de tintas. E um metal nio
essencial e toxico mesmo em baixos niveis, devido a sua capacidade de formar complexos com
substancias organicas. Pode atingir o ambiente aquético por meio do subproduto de refinamento
de zinco, da combustdo de carvao, do descarte de minas e da producdo de acgo e fertilizantes.
Os efeitos desses poluentes podem ser letais ou subletais para todos os componentes da biota

(SILVA et al., 2005).

A toxicidade pode ser resultado da habilidade em formar complexos com a glutationa
causando estresse oxidativo, da competicdo com o zinco por sitios de ligacOes proteicas, de
quebras nas fitas de DNA ou da inibicdo da via associada ao reparo de erros no empareamento

de bases do DNA (LAUER JUIOR, 2007).
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Verificou-se que em peixes o rim € o 6rgdo que mais acumula esse metal, seguido do
figado, que apresentou hialiniza¢do, vacuolizagdao de hepatdcitos, inchago celular e congestao
de vasos sanguineos. Também foram constatadas alteragdes no formato e na morfologia dos
olhos e do corddo espinhal, inibicdo da absor¢do de cdlcio pelas branquias, distirbios nos
constituintes do sangue e no hemograma diferencial causando a destrui¢do de eritrdcitos, e
alteracdes no metabolismo dos carboidratos causando hiperglicemia. O cddmio é também
considerado um disruptor enddécrino e interfere na reproducdo, podendo prejudicar o
funcionamento normal do sistema reprodutor, gerando menor capacidade reprodutiva, além de
ter efeito negativo na taxa de crescimento e na qualidade da carne de peixes (CHENG et al.;

2000; TRAVINO et al., 2017).
2.1.8 Cobre (Cu)

E obtido a partir de minérios, sendo os mais comuns os minérios sulfurados. Apresenta
os estados de oxidacdo +1, +2 e +3 e elevadas condutividades elétrica e térmica. E utilizado
frequentemente em ligas metdlicas e os sais de sulfato e os 6xidos sdo usados como pesticida.
O sulfato de cobre tem amplo uso no controle de algas nos reservatérios de dgua e também é

incorporado a tintas e preservativos de madeiras (MANUAL MERCK, 2019).

O principal papel desempenhado pelo cobre é como co-fator em enzimas envolvidas na
producdo de energia celular (citocromo-C oxidase), na desintoxicacao de radicais livres (cobre-
zinco superdxido dismutase ou SOD), na producdo do tecido conjuntivo (lisil oxidase), na
mobilizacdo de ferro (ceruloplasmina) e na neurotransmissdo (dopamina B-hidroxilase). O
figado € o principal 6rgio de distribuicdo, que faz o sequestro do cobre e o distribui por meio

do sangue para os outros tecidos (PEDROZO, LIMA, 2001; SUTTLE, 2010).

A toxicidade do cobre € causada por um desequilibrio entre o fluxo de cobre no corpo e
sua excrecdo, levando ao acimulo de cobre no figado com consequente dano celular. A
toxicidade pode ser devido ao aumento da oferta dietética de cobre, aumento da disponibilidade
de cobre ingerido, ou pela diminuicdo da excrecdo biliar de cobre. A biodisponibilidade e
toxicidade do cobre sofrem influéncia das caracteristicas fisico-quimicas da 4gua, bem como a
concentracdo de matéria organica dissolvida e particulada. Em peixes o cobre geralmente €
encontrado associado a proteinas e na forma idnica apresenta toxicidade para os

espermatozoides (LASSEN, 2016; ROSA, MATTIOLI, 2002).
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2.1.9 Cromo (Cr)

O cromo ¢ um metal de transi¢do abundante na crosta terrestre, ndo sendo encontrado
livre na natureza, mas sim combinado a outros elementos, principalmente ao oxigénio. O cromo
¢ obtido principalmente da mineragdao de cromita e seus principais usos sdo em produtos
quimicos (conservantes para madeiras e fertilizantes), na industria metalirgica e indudstria de

refratarios (BARRETO, 1994).

O cromo acumula principalmente em 6rgaos como branquia, rim e figado e afeta varias
atividades metabdlicas/ fisiologicas prejudicando especialmente o crescimento e o
comportamento dos peixes. Dentre os efeitos cronicos da exposi¢do ao cromo nos peixes estao
o decréscimo no crescimento, alteracdo nas taxas de reproducgdo e sobrevivéncia (BARRETO,
1994), alteracdes hematoldgicas, aumento na producgao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
funcdo imunoldgica prejudicada e alteracdes histolégicas no figado, branquias, ovarios,
testiculos e rins (AUTHMAN et al., 2015). No sistema reprodutor masculino esse metal atua
induzindo apoptose nas células germinativas e estresse oxidativo (MAROUANI et al., 2017),

além da diminui¢ao da motilidade e da viabilidade espermatica (LI et al., 2001).
2.1.10 Mercruirio (Hg)

A progressiva utilizagdo do mercurio para fins industriais € o emprego de compostos
mercuriais durante décadas na agricultura resultaram no aumento significativo da contaminacao
ambiental, especialmente da dgua e dos alimentos. Uma das razdes que contribuem para o
agravamento dessa contaminagdo € a caracteristica singular do ciclo do mercirio no meio
ambiente. A biotransformacdo por bactérias do mercirio inorganico a metilmercirio € o

processo responsdvel pelos elevados niveis do metal no ambiente (SALGADO, 1996).

O mercurio é um liquido inodoro e de coloracdo prateada. Nos processos de extragdo, o
mercurio € liberado no ambiente principalmente a partir do sulfeto de mercurio. O mercurio e
seus compostos sdo encontrados em equipamentos elétricos e eletronicos (baterias,
retificadores, relés e interruptores), aparelhos de controle (termOmetros, bardmetros,
esfingnomandmetros), tintas (pigmentos), amdlgamas dentdrias, fungicidas, lampadas de
mercurio, detonadores, 6leos lubrificantes e catalisadores, e sdo usados na produgdo de cloro e
soda cdustica (eletrdlise), na preservacdo de madeira, papel e plasticos, em laboratorios

quimicos, em preparagdes farmacéuticas e na extragcao de ouro (SALGADO, 1996).
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O merctrio inorgadnico € toxico para peixes, mesmo em concentracdes baixas, e a
toxicidade € afetada pela temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e dureza da dgua. Grande
variedade de anomalias fisioldgicas e bioquimicas foi relatada apds a exposicdo dos peixes a
concentracdes subletais do mercurio. A reproduc¢do também foi afetada adversamente pelo
metal. Esse elemento pode causar desregulacdo enddcrina e assim diminuir o indice
gonadossomdtico dos peixes, com a inibi¢do dos processos espermatogénicos (DREVNICK,
SANDHEINRICH, 2003; THE INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL
SAFETY, 1989;).

2.1.11 Cobalto (Co)

O cobalto € um metal de cor branco-acinzentado que apresenta propriedades magnéticas
similares ao ferro e ao niquel (BARCELOUX, 1999). E um elemento relativamente raro tendo
uma ocorréncia de 0,001 - 0,002% na crosta terrestre, onde € encontrado na forma de minérios
como a cobaltita, linaeita, esmaltita e eritrita (MERCK INDEX, 1996). O cobalto e seus
compostos sao muito utilizados na produgao de ligas metélicas, pigmentos na inddstria de vidro
e ceramica, agente secante de tintas e vernizes, e também na cobaltoterapia para substituir o
radio no tratamento de alguns tipos de cancer e no tratamento da intoxicacdo por cianeto
(COMISSION OF EUROPEAN COMMUNITIES INDUSTRIAL HEALTH AND SAFETY,
1987; GOYER, 1996; SCANSETTI ET AL., 1998; WEHNER et al., 1977).

O cobalto é considerado micronutriente essencial presente na vitamina B12, entretanto,
tanto a deficiéncia como o excesso podem levar a doenga ou a morte (MERTZ et al., 1994,
NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989). Quando este elemento se encontra em
deficiéncia pode levar o individuo a um quadro de anemia perniciosa. J4 em excesso,
especialmente na sua forma livre, ndo associado a vitamina B12, o cobalto pode ser toxico
(TSALEV, ZAPRIANOV, 1983). Experimentos com animais de laboratério evidenciaram o
surgimento de tumores no local onde o cobalto foi aplicado (LEONARD, LAUWERYS, 1990).
Steinhoff e Mohr (1991) também verificaram o aparecimento de tumor pulmonar em ratos
expostos a cobalto. O excesso de cobalto no organismo pode ter implicagdes associadas a
substituicdo do Zn pelo Co em enzimas Zn-dependente, provocando deficiéncia de zinco;
inativacdo de enzimas oxido-redutivas; danos as ilhotas de pancredticas no pancreas,

provocando hiperglicemia; nos rins, danos as células do epitélio dos tiibulos proximais; prejuizo
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da funcdo hepdtica com infiltracdo gordurosa e alteragdes enzimdticas nos hepatdcitos

(MARSHALL, BANGERT, 1995; TSALEV, ZAPRIANOV, 1983).

2.2 Testiculo de teledsteos

Os testiculos dos peixes estdao localizados na cavidade celomatica, na sua maioria sao
orgdos pares, assimétricos, podendo estar parcial ou totalmente fundidos entre si, s@o
frequentemente alongados, entretanto, existem outras formas como lobulados e folidceos (LE
GAC, LOIR, 1999). A variacdo de coloragdo é discreta, quando comparada aos ovarios, uma
vez que eles sdo geralmente transparentes na fase ndo reprodutiva e branco leitoso na fase
reprodutiva (BAZZOLI, 2003). Os testiculos sdo classificados em lobular e tubular
anastomosado. Nos testiculos do tipo lobular o epitélio germinativo localiza-se apenas na
periferia do 6rgdo e nos testiculos do tipo tubular anastomosado os compartimentos
germinativos estdo em tibulos interconectados em toda extensao do testiculo (GRIER, 1993).
Com relagdo a distribuicao de espermatogonias no testiculo de peixes, Grier (1993) descreveu
que, nestes animais, existem duas categorias de testiculos: o espermatogonial restrito e o
espermatogonial irrestrito. O testiculo espermatogonial restrito possui as espermatogdnias
limitadas a por¢ao distal dos 16bulos. Por outro lado, nos testiculos do tipo espermatogonial
irrestrito, as espermatogodnias nao possuem localizacao definida, podendo ser encontradas ao

longo de todo o comprimento dos 16bulos ou tibulos.

A estrutura testicular dos teledsteos, varia de acordo com a espécie. Entretanto algumas
estruturas sdo bdsicas (Figura 1), como a existéncia de cistos no interior dos 16bulos/tibulos,
onde as células espermatogénicas se encontram em um estado semelhante de maturagdo
(BILLARD et al., 1982, SCHULZ et al., 2010). Os testiculos t€ém as fun¢des espermatogénica
e androgénica, possuindo dois compartimentos principais: intersticial e tubular ou germinal
(Figura 1). No compartimento intersticial estdo situados vasos sanguineos, fibras nervosas,
células e fibras do conjuntivo, além das células de Leydig que possuem funcdo esteroidogénica.
A producdo de andrégenos € importante para diferenciacdo sexual e para regulacdo da
espermatogénese (WELTIZIEN et al., 2004). O compartimento tubular contém células
somaticas (células de Sertoli) e as células germinativas que irdo formar os espermatozoides,

apos passarem pela espermatogénese (BILLARD, 1990).
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Figura 1 - Esquema da organizacdo bdsica do testiculo e o processo espermatogénico de

teledsteos.

Esquema da organizag@o bdsica do testiculo e o processo espermatogénico de teledsteos. Células de Sertoli (SE);
lamina basal (BL); células peritubulares midides (MY); células de Leydig (LE); espermatogdnia do tipo A
indiferenciada* (Aund*); espermatogonia do tipo A indiferenciada (Aund); espermatogonia do tipo A diferenciada
(Adiff); espermatogonia do tipo B (B early late); espermatdcitos primdrios em leptéteno/zigéteno (L/Z), paquiteno
(P), dipléteno/metafase I (D/MI); espermatécitos secundarios/metdfase II (S/MII); espermadtides iniciais (E1);
intermedidrias (E2); finais (E3); espermatozoides (SZ); e vasos sanguineos (BV). Fonte: N6brega, 2014.

As células de Sertoli estdo unidas entre si por complexos juncionais especializados. Nos
teledsteos elas delimitam fisica e funcionalmente um clone de células germinativas no mesmo
estdgio de desenvolvimento, com origem a partir de uma tnica espermatogdnia primdria (tipo
A), formando assim os espermatocistos ou cistos espermatogénicos. Desta forma, as células de
Sertoli fornecem as células germinativas suporte fisico e fatores importantes para
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo, estando ainda envolvidas na intermediacdo
hormonal e na fagocitose de restos celulares originados da espermiogénese (WELTIZIEN et
al., 2004). As células de Sertoli que delimitam os cistos espermatogénicos se apoiam na tinica
propria, que € constituida pela membrana basal (camada acelular) e pelas células tubulares

midides, que possuem capacidade contratil (LE GAC, LOIR, 1999; PUDNEY, 1995).
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Espermatogénese em peixes teledsteos € um longo e complexo processo que ocorre no
epitélio germinativo (epitélio dos tibulos seminiferos) a partir das espermatogdnias, que se
proliferam por mitoses e originam espermatécitos por meioses (GRIER, 1993). As
espermatogoOnias A, envoltas pelos processos citoplasmaticos das células de Sertoli, t€m uma
distribui¢do descontinua no epitélio germinativo. E a auto-renovacio (por mitose) dessas gonias
indiferenciadas que garante a producio continua dos gametas em peixes teledsteos (QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2011; SCHULZ et al., 2010;). As espermatogdnias resultantes das
divisdes mitéticas sdo progressivamente envoltas pelas células de Sertoli formando os cistos
(SCHULZ et al., 2010). Nos cistos, a dltima geracdo de espermatogdnias B sofre diferenciacao
em espermatdcito primério, iniciando a fase espermatocitdria. Os espermatocitos primérios sao
as células que sofrem meiose I e os espermatdcitos secundarios passam pelo processo de meiose
II, dando origem a células denominadas espermatides. As espermatides sofrem uma série de
transformagdes que levam a diferenciacdo das espermdtides em espermatozoides
(espermiogénese). Algumas dessas diferenciagdes sdo: condensacdo nuclear, eliminacdo de
organelas e citoplasma, formacdo do flagelo e rearranjo das organelas celulares ao longo do
citoplasma espermatozoidal. Quando o processo de espermiogénese chega ao fim, os cistos se
rompem e liberam os espermatozoides no limen (BATLOUNI et al., 2005; GRIER, URIBE-
ARANZABAL, 2009; SCHULZ et al., 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

A espermatogénese pode ser classificada em cistica quando ela ocorre nos cistos que se
rompem para liberar espermatozoides no lume dos tibulos seminiferos, o que acontece na
maioria dos peixes teledsteos ou semi-cistica quando os cistos se rompem na fase de
espermatide e a maturagdo se completa no limen dos tibulos. Independentemente da
espermatogénese, cistica ou semi-cistica, todo o desenvolvimento dos gametas acontece
segregado do compartimento intersticial dos testiculos pela membrana basal ao redor dos
tibulos (GRIER, URIBE-ARANZABAL, 2009; MAGALHAES et al., 2011; MATTEI et al.,
1993; SCHULZ et al., 2010;).

2.3 Area de estudo
2.3.1 Rio Doce

As nascentes do Rio Doce estdo em Minas Gerais, nas serras da Mantiqueira e do
Espinhaco, sendo que suas dguas percorrem cerca de 850 km até atingir o oceano Atlantico,
junto ao povoado de Regéncia, Espirito Santo. Ele se origina na confluéncia dos rios Piranga e

do Carmo, entre os municipios de Ponte Nova, Rio Doce e Santa Cruz do Escalvado, no Estado
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de Minas Gerais. Seus principais rios sdo: pela margem esquerda, rio do Carmo, Piracicaba,
Santo Antonio, Corrente Grande, Suacui Grande, Sao José e Pancas; pela margem direita, rio
Casca, Matip6, Caratinga/Cuieté, Manhuacgu, Guandu, Santa Joana e Santa Maria do rio Doce

(ANA, 2015).

A coleta no Rio Doce (drea afetada pelo rompimento da barragem) realizou-se em Santa
Cruz do Escalvado. A cidade € caracterizada por relevo ondulado e bastante acidentado, com
solo do tipo argissolos e o clima é tropical de altitude com verdes frescos e chuvosos. Essa
regido estd no dominio da Mata Atlantica, formado por florestas ombréfilas (densa, aberta e
mista), florestas estacionais semideciduais e deciduais (BORTONE, 2008; IBGE, 2010;
VALVERDE, 1967).

A agropecudria € forte na regido, sendo amplamente cultivado milho, feijao, arroz, café,
mandioca, cana-de-agucar e fruticultura em geral, além da criacdo de suinos e de gado, com
presenca marcante na economia do municipio. Outra atividade que se destaca na regiao € o
extrativismo mineral, principalmente a extracdo do ouro, da areia e da pedra (BORTONE,

2008).
2.3.2 Rio Piranga

O Rio Piranga nasce no municipio de Ressaquinha, desenvolve-se por cerca de 470 km
e, quando se encontra com o Ribeirdo do Carmo, formam o rio Doce. Seus principais afluentes
sdo os rios Sdo Bernardo, Xopotd, Turvo Limpo e Oratérios. A bacia do Rio Piranga é composta
por 64 municipios, com uma populacao total de 711.026 habitantes, cerca de 4% da populagao

mineira, e a area ocupada é de 17.562,49 km?2 (IBGE, 2010; IGAM, 2010).

A coleta no Rio Piranga (4rea ndo afetada pelo rompimento da barragem) realizou-se na
zona rural de Ponte Nova — MG. O local em questdo possui relevo fortemente ondulado e
montanhoso, com morros em meia-laranja, resultantes da dissecacdo fluvial. Com solo do tipo
argissolos, sendo seu principal uso a pastagem com capim-colonido e milho. O clima ¢é
caracterizado como tropical de altitude com verdes frescos e chuvosos. Essa regido estd no
dominio da Mata Atlantica, cuja fitofisionomia constitui o grande conjunto florestal extra-
amazoOnico, formado por florestas ombrofilas (densa, aberta e mista), florestas estacionais

semideciduais e deciduais (VALVERDE, 1967; NUNES, 1995; IBGE, 2010; IGAM, 2010).

Dentre as atividades econdmicas que se estabelecem na zona rural do municipio da

bacia, se destacam: a agropecudria, por meio do reflorestamento, do cultivo de café, da
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suinocultura e criacdo de gado leiteiro e de corte; e a agroindustria de acucar e dlcool. Essas
atividades levam a poluicdo do rio devido ao lancamento de residuos liquidos e sélidos
industriais, domésticos e agropecudrios sem qualquer tratamento; este ultimo contendo

principalmente agrotoxicos e dejetos oriundos de suinoculturas (TOSTES, 2007).
2.3.3 Rompimento das barragens em Mariana-MG

As barragens de Fundao e Santarém eram localizadas num complexo chamado “Alegria”
no distrito de Bento Rodrigues, municipio de Mariana/MG, e foram especificamente
construidas para servir de depdsito dos residuos gerados durante o processo de mineracdo de
ferro (LOPES, 2016). No dia 5 de novembro de 2015, o dique de Fundao entrou em colapso e
rompeu-se causando um desastre ambiental sem precedentes na histéria do Brasil. Com a
ruptura, cerca de 34 milhdes de m3 de rejeitos de minério, o equivalente a quatorze mil piscinas
olimpicas, foram diretamente lancados no meio ambiente, atingindo a barragem de Santarém,
causando-lhe sérios danos e mais 16 milhdes de m? de rejeitos foram despejados seguindo o
sentido da correnteza das dguas em dire¢do a foz do Rio Doce no oceano espirito-santense
(BRASIL, 2015). Com o rompimento, Bento Rodrigues foi destruida causando sérios
transtornos a outros sete distritos de Mariana/MG, além de contaminar importantes rios como

o Gualaxo do Norte, do Carmo e o Doce (LOPES, 2016) (Figura 2).

Uma das consequéncias referentes ao rompimento das barragens foi a contaminagao do
solo e das dguas de uma extensa drea da bacia do Rio Doce. A contaminagdo deu-se
predominantemente pela incorporacdo de metais pesados que sdo, de modo geral, nocivos aos
seres vivos e ecossistemas, desequilibrando a homeostase do ambiente do Rio Doce

(CARVALHO et al, 2017).

Os efeitos sobre a biodiversidade aquética podem variar conforme o nivel tréfico e a
fisiologia dos organismos. Em relagdo aos organismos aqudticos produtores, fitoplancton,
perifiton e macrofitas aqudticas submersas, o aumento da turbidez impede a entrada de luz solar
na 4gua, o que inviabiliza a fotossintese. As consequéncias a comunidade aquética dependem
da permanéncia dos sedimentos no ambiente, da resiliéncia dos produtores primdrios afetados
e da sua importancia na cadeia tréfica aqudtica. Em relagdo aos organismos aqudticos
consumidores, a quantidade de sélidos em suspensdo no corpo d'dgua provoca o colabamento
das branquias, levando-os a morte por asfixia. Ainda, a presenca de contaminantes como 0s
metais pesados tem provocado toxicidade nos organismos aqudticos, e de forma cumulativa ao

longo da cadeia tréfica. Dessa forma, evidencia-se que a mortalidade instantinea foi apenas
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um dos impactos aos organismos aqudticos causados pelo desastre. Muito mais do que os
organismos, 0s processos ecolégicos responsdveis por produzir e sustentar a riqueza e

diversidade do rio Doce foram afetados (BRASIL, 2015).

Figura 2 - Curso seguido pela lama de rejeitos provenientes do rompimento das barragens
(Fundao e Santarém) da Mineradora Samarco em Mariana - MG.

RASTRO DE DESTRUICAO

Além de Bento Rodrigues, outras cidades também foram atingidas pelalama

Usina Hidrelétrica ‘
Risoleta Neves /

A usina pertence a empresa
Candongas, que ficaa8km

Por voltada 1h, a lama que

jorrou do rompimento das

barragens chegou alagando
®Mariana duas comunidades rurais e

o centro da cidade Belo Horizonte

wap Percursodalama FOTO SERMAND VIERADIVULGACAD “ BENTO %ppaii
e RODRIGUES 2ana
DISTANCIAS § =y
Bento Rodrigues Mariana Barralonga Santa Cruz do Escalvado
& © @

49km 58km 54km

Fonte: Estado de Minas/EM/D.A Press.

2.4 Animais de estudo
2.4.1 Oreochromis niloticus

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) € proveniente do continente africano e foi
introduzida no nordeste brasileiro em 1971 e a partir dai distribuida pelo pais (HAYASHI,
1995). Pertencente a familia Cichlidae habita ambientes 1€nticos e € uma das espécies mais
criadas e presentes no Brasil, devido ao seu grande potencial na aquicultura, por apresentar
desenvolvimento e crescimento rdpidos, reversdo sexual, resisténcia a elevadas temperaturas e
a baixa concentragio de oxigénio dissolvido na dgua, e adaptagio ao confinamento. E uma
espécie onivora, com habitos alimentares de fundo (HAYASHI, 1995), podendo viver mais de
10 anos e atingir um peso superior a 5 kg. Possui cuidado parental, onde a f€émea incuba os ovos
na boca sendo o numero de ovos proporcional ao peso corporal da fémea (POPMA, PHELPS,

1998).
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2.4.2 Geophagus brasiliensis

O card (Geophagus brasiliensis) é uma espécie nativa do Brasil, também pertencente a
familia Cichlidae, ¢ um habitante natural de ambientes 1€nticos como lagoas de planicie de
inundacdo, lagoas costeiras, riachos e lagos. Apresenta atividade diurna, orientacdo visual,
onivoro com habitos alimentares de fundo, e tem sido utilizada como bioindicador ambiental,
devido a sua capacidade de responder a elementos téxicos (BENINCA, 2006; SABINO,
CASTRO, 1990;). Apresenta dimorfismo sexual, sendo que os machos possuem uma

protuberancia na cabeca durante a época reprodutiva, sdo maiores que as fémeas e possuem

cuidado parental, com o recolhimento da prole na cavidade bucal (SABINO, CASTRO, 1990).
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi avaliar e comparar a toxicidade por metais pesados no testiculo
de duas espécies de peixes, Oreochromis niloticus (espécie exotica) e Geophagus brasiliensis
(espécie nativa), de duas dreas, o rio Doce, afetado pelo rompimento da barragem de rejeitos de

Mariana-MG, e o rio Piranga, drea ndo afetada pelo rompimento da barragem.
3.2 Objetivos especificos
e Quantificar metais pesados na dgua e no sedimento do rio Piranga e rio Doce.

e Quantificar metais pesados nos testiculos de Oreochomis niloticus e Geophagus

brasiliensis do rio Piranga e rio Doce;

e Avaliar parametros morfométricos e histopatoldgicos dos testiculos de Oreochomis

niloticus e Geophagus brasiliensis do rio Piranga e rio Doce;

e Verificar o status oxidativo nos testiculos dessas espécies do rio Piranga e rio Doce.



31

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALAHABADI, A.; MALVANDI, H. Contamination and ecological risk assessment of heavy
metals and metalloids in surface sediments of the Tajan River, Iran. Marine Pollution Bulletin,
v.133, p.741-749, 2018.

ALI-BEIGI, H.; MIRZAEI, R.; MAHMOODI, R.Z.A. Investigation of heavy metals
concentration in surface sediments of Choghakhor wetland. Journal of Environmental Studies,
v.43,n. 1, p.149-161, 2017.

ALMEIDA, J. A.; DINIZ, Y. S.; MARQUES, S. F. G.; FAINE, L. A.; RIBAS, B.O;
NURNEIKO, R. C.; NOVELLL, E. L. B. The use of oxidative stress responses as biomarkers
in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to in vivo cadmium contamination.
Environment International, v.27, n. 8, p.673-679, 2002.

ANA - AGENCIA NACIONAL DE AGUAS. Relatério Técnico. Encarte Especial sobre a
Bacia do Rio Doce, Rompimento da barragem de Mariana/MG. PROTON DOC N°139/20,
2015. 49p.

ASSI, M. A.; HEZMEE, M. N. M.; HARON, A. W.; SABRI, M. Y. M.; RAJION, M. A. The
detrimental effects of lead on human and animal health. Veterinary World, v.9, n. 6, p.660-671,
2016.

AU,D. W.T.; LEE, C. Y.; CHAN, K. L.; WU, R. S. S. Reproductive impairment of sea urchins
upon chronic exposure to cadmium. Part I: effects on gamete quantity. Environmental
Pollution, v.111, n. 1, p.1-9, 2001.

AUTHMAN, M.; ZAKI, M.; KHALLAF, E.; ABBAS, H. Use of fish as bio-indicator of the
effects of heavy metals pollution. Journal of Aquaculture Research and Development, v. 6, n.
4, p. 1-13, 2015.

AZEVEDO, F. A.; CHASIN, A. A. M. Metais: gerenciamento da toxicidade. Sdo Paulo:
Atheneu, 353p, 2003.

BAIRD, C.; CANN, M. Quimica Ambiental. Porto Alegre: Bookman, 2° ed, 844p, 2002.

BARCELOUX, D. G. Cobalt. Journal of Toxicology: Clinical Toxicology, v. 37, n. 2, p. 201-
216,1999.

BARRETO, A. S. Assimilacdo de cromo trivalente nas biomassas nanoplanctOnicas e
microplanctonicas e sua quantificacdo no sedimento e sobrenadante: experimento em
microcosmos. 1994. 171p. Dissertacdo de Mestrado. Escola de Engenharia de Sdo Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, SP, 1994.

BATLOUNI, S.R.; CARRENO, F.R.; ROMAGOSA, E.; BORELLA, M.I. Cell junctions in the
germinal epithelium may play an important role in spermatogenesis of the catfish P. fasciatum
(Pisces, Siluriformes). Jounal of Molecular Histology, v. 36, n. 2, p. 97-110, 2005

BAZZOLI, N. Parametros reprodutivos de peixes de interesse comercial na regido de Pirapora.
In: Aguas, peixes e pescadores do Sdo Francisco de Minas Gerais. GODINHO H.P.;
GODINHO, A. L (Org.). Belo Horizonte: PUC Minas, p.291-306. 2003.



32

BENINCA, C. Biomonitoramento das lagoas estuarinas do Camacho - Jaguaruna (SC) e Santa
Marta Laguna (SC), utilizando Geophagus brasiliensis (CICHLIDAE). 2006. 112p.
Dissertagdo de Mestrado em Genética. Departamento de Genética, Universidade Federal do
Parana, Curitiba, PR, 2006.

BERTOLETTI, E. Toxicidade e Concentracdo de agentes toxicos em efluentes industriais.
Revista Ciéncia e Cultura, v.43, n.4, p.271-277, 1990.

BILLARD, R. Spermatogenesis in teleost fish. In: Reproduction in males, Marshall’s
physiology of reproduction. LAMMING, G.E. (ed). Edinburgh: Churchill Livingston. v.2,
p.183-212, 1990.

BILLARD, R.; FOSTIER, A.; WEIL, C.; BRETON, B. Endocrine control of spermatogenesis
in teleost fish. Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, v. 39, n. 1, p.65-79, 1982

BORTONE, F. A. S. Da antiga a nova soberbo: contradi¢des da modernidade no processo de
deslocamento/reassentamento das familias atingidas pela UHE candonga. 2008. 135p.
Dissertacdo de Mestrado. Economia Doméstica. Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG,
2008.

BRASIL. Laudo Técnico Preliminar: Impactos ambientais decorrentes do desastre envolvendo
o rompimento da barragem de Funddo, em Mariana, Minas Gerais. In: Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA. Minas Gerais, 2015.
Disponivel em:
http://www.ibama.gov.br/phocadownload/noticias_ambientais/laudo_tecnico_preliminar.pdf.
Acesso em: 06 de abril de 2020.

BURATINI, V. B.; BRANDELLI, A. Bioacumulacao. In: Ecotoxicologia aquatica — principios
e aplicacdes. ZAGATTO, P. A.; BERTOLETTI, E. (Eds). Sao Carlos: Rima, 478p. 2006.

BURY, N.R.; WALKER, P.A.; GLOVER, C.N. Nutritive metal uptake by teleost fish. The
Journal Of Experimental Biology, v.206, p.11-23, 2003.

CALDERON, R. L. The epidemiology of chemical contaminants of drinking water. Food and
Chemical Toxicology, v.38, n. 1, p.13-20, 2000.

CANTO, E. L. Minerais, minérios, metais: de onde vém? Para onde vao? Sdo Paulo: Moderna,
144p. 1996.

CARLSEN, E.; GIWERCMAN, A.; KEIDING, N.; SKAKKEBAEK, N. E. Evidence for
decreasing quality of semen during past 50 years. British Medical Journal, v.305, p.609-613,
1992.

CARVALHO, C.G.; SILVA, J. M.; CURI, A.; FLORES, J.C.C. A dependéncia da arrecadagdo
do municipio de Ouro Preto do setor mineral. Revista Escola de Minas, v.65, n. 3, p.385-392,
2012.

CARVALHO, M. S.; RIBEIRO, K. D.; MOREIRA, R. M.; ALMEIDA, A.M. Concentragdo de
metais no rio Doce em Mariana, Minas Gerais, Brasil. Acta Brasiliensis, v.1, n. 3, p.37-41,
2017.

CEOLIN, D. Efeitos da exposi¢do cronica do manganés sobre camundongos machos adultos.
2010. 57p. Dissertagdo de Mestrado. Departamento de Biologia Celular e Estrutural.
Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG. 2010.



33

CHENG, S. H.; WAL A. W. K.; SO, C. H.; WU, R. S. S. Cellular and molecular basis of
cadmium-induced deformities in zebrafis embryos. Environmental Toxicology Chemistry, v.19,
n. 12, p.3024-3031, 2000.

COMMISSION OF EUROPEAN COMMUNITIES INDUSTRIAL HEALTH AND
SAFETY. Biological indicators for the assessment of human exposure to industrial chemicals:
cobalt s. n. t., p.51-61, 1987.

COSTA, C. R;; OLIVI, P.; BOTTA, C. M. R.; ESPINDOLA, E.L.G. A toxicidade em
ambientes aqudticos: discussdo e métodos de avaliacdo. Quimica Nova, v.31.n. 7, p.1820-1830,
2008.

CSUROS, M; CSUROS, S. Introduction to metals. In: Environmental sampling and analysis
for metals. CSUROS, M; CSUROS, S. (EDs). Boca Raton: CRC Press, 413p, 2002.

CUNHA, B. R. Investiga¢ao dos efeitos do niquel sobre células neopldsicas cultivadas in vitro.
In: 54° CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 2008, Salvador.

DIAS, C.A.; COSTA, A.S.V.; GUEDES, G.R.; UMBELINO, L.G.S.; SOUSA, L.G.; ALVES,
J.H.; SILVA, T.G.M. Impactos do rompimento da barragem de Mariana na qualidade da dgua
do rio Doce. Revista Espinhaco, v.7,n. 1, p. 21-35, 2018.

DIAZ-DE ALBA, M.; GALINDO-RIANO, M. D.; CASANUEVA-MARENCO, M. J.;
GARCIA-VARGAS, M.; KOSORE, C.M. Assessment of the metal pollution, potential toxicity
and speciation of sediment from Algeciras Bay (GRIER South of Spain) using chemometric
tools. Journal of Hazardous Materials, v.190, p.177-187, 2011.

DREVNICK, P. E.; SANDHEINRICH, M. B. Effects of dietary methylmercury on
reproductive endocrinology of fathead minnows. Environmental Science & Technology, v.37,
p-4390-4396, 2003.

DUARTE, A.P. Classificacdo das barragens de conten¢do de rejeitos de mineracao e de residuos
industriais no estado de Minas Gerais em relagdo ao potencial de risco. 2008. 130p. Dissertacao
de Mestrado. Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG. 2008.

DUTRA, R. L.; CANTOS, G. A.; PEROZINI, A. R.; SILVA, C.S.M.; WALTRICK, C.D.A.;
BALEM, M.G.; HERMES, E. M.; MELO, E. S. Determinac¢do de zinco em soro sanguineo pelo
método de FAAS e sua correlacdo com o estado de estresse. Revista em Satide, v.6, n. 14, p.
31-37, 2004.

ELGAWISH, R.A.R.; ABDELRAZEK, H.M. Effects of lead acetate on testicular function and
caspase-3 expression with respect to the protective effect of cinnamon in albino rats. Toxicology
Reports, v.1, p.795-801, 2014.

ESPINDOLA, H.S.; FERREIRA, N. M.; MIFARREG, L.E.G. Territério da mineracdo: uma
contribuicdo tedrica. Revista Brasileira de Geografia, v.62,n. 2, p.67-93, 2017.

FARINA, M.; AVILA, D.S.; DA ROCHA, J.B.; ASCHNER, M. Metals, oxidative stress and
neurodegeneration: a focus on iron, manganese and mercury. Neurochemical International,
v.62,n. 5, p.575-594, 2013.



34

FARKAS, A.; SALANKI, J.; SPECZIAR, A. Relation between growth and the heavy metal
concentration in organs of bream, Abramis brama populating lake Balaton. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, v.43, n. 2, p.236-243, 2002.

FERNANDES, A. G.; MAFRA, D. Zinco e cancer: uma revisao. Revista em Saiide, v.1, n. 2,
p.144-156, 2005.

FERRER, A. Intoxicacién por metales. Anales Sis San Navarra, v.26, p.141-153, 2003.

FRANCISCO, B. B. A.; LEMOS, F. A.; MASSON, L. O. C. Fontes alternativas para a obten¢do
de niquel, cobalto e cobre. In: XIV Jornada de Inicia¢do Cientifica do Centro de Tecnologia
Mineral - CETEM, 2006, Rio de Janeiro, 7 p.

GOYER, R. A. Toxic effects of metals. In: Casarett & Doull’s toxicology: The basic science of
poisons. KLAASSEN, C. D. (Ed.). New York: McGraw Hill, p.691-736. 1996.

GRIER, H. J. Comparative organization of Sertoli cells including the Sertoli cell barrier. In:
The Sertoli cell. Russell, L. D.; Griswold, M. D. London: Elsevier Academic Press, p. 704-
739, 1993.

GRIER, H.J.; Uribe-Aranzdbal, M.C. The testis and spermatogenesisin teleost. In:
Reproductive biology and phylogeny of fishes (Agnathans and Neotelestomi). Phylogeny-
Reproductive SystemViviparity-Spermatozoa. Jamieson, B.G.M (Ed.). Enfield: Science
Publishers, p.119-142, 2009.

HAY ASHI, C. Breves consideragdes sobre as tildpias In: Curso de piscicultura: criagdo racional
de tildpias. RIBEIRO, R.P.; HAYASHI, C.; FURUYA, W.M. (Eds.). Maringd: Eduem, p.4.
1995.

https://www.diariodepernambuco.com.br/noticia/brasil/2016/1 1/mariana-mg- 1 -ano-o-antes-o-
durante-e-o-depois-do-desastre.html. Visitado em 23 de outubro de 2020.

IBAMA, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis. Laudo
Técnico Preliminar, rompimento da barragem de rejeitos de Funddo, Mariana — MG, 42p, 2015.

IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Censo Demogréafico 2010. Disponivel
em< www.ibge.gov.br> Acesso em 30 de marco de 2020.

IGAM, Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas. Bacia hidrogrifica do rio doce. 2019.
Disponivel em:
http://www.igam.mg.gov.br/index.php?option=com_content&task=view&id=155&Itemid=14
0. Acesso em 28 de abril de 2020.

JOBLING, M. Environmental biology of fishes. London: Chapman & Hall, 455p, 1995.

KHOSRAVI, M.; BAHRAMIFAR, N.; GHASEMPOUR, M. Survey of heavy metals (Cd, Pb,
Hg, Zn and Cu) contamination in sediment of three sites Anzali wetland. Iranian Journal of
Health and Environment, v.4, n. 2, p.223-231. 2011.

KOCK, G.; TRIENDL, M.; HOFER, R. Seasonal patterns of metal accumulation in Arctic char
(Salvelinus alpinus) from an oligotrophic Alpine lake related to temperature. Canadian Journal
of Fisheries and Aquatic Science, v.53, p.780-786, 1996.


https://www.diariodepernambuco.com.br/noticia/brasil/2016/11/mariana-mg-1-ano-o-antes-o-durante-e-o-depois-do-desastre.html
https://www.diariodepernambuco.com.br/noticia/brasil/2016/11/mariana-mg-1-ano-o-antes-o-durante-e-o-depois-do-desastre.html
http://www.igam.mg.gov.br/index.php?option=com_content&task=view&id=155&Itemid=140
http://www.igam.mg.gov.br/index.php?option=com_content&task=view&id=155&Itemid=140

35

KROCKOVA, J. Z.; MASSANYIA, P.; SIROTKINB, A. V.; PIVKOB, J.; MAKAREVICHB,
A.V.;LUKACA, N.; CAPCAROVAA, M.; TOMANA, R.; POLAKOVAA, S. Nickel induced
structural and functional alterations in mouse Leydig cells in vitro. Journal of Trace Elements
in Medicine and Biology, v.25, p.14—18, 2011.

KURDI, M.; FARHADIAN, H.; ESLAMKISH, T. Hydro-geochemistry of Qare-Sou catchment
and Gorgan gulf, Iran: examining spatial and temporal distribution of major ions and
determining the river's hydro-chemical type. International Journal Environmental, Chemical,
Ecological, Geological and Geophysical Engineering, v.10, p.1010-1024, 2016.

LACAZ, F.A.C.; PORTO, M.E.S.; PINHEIRO, T.M.M. Tragédias brasileiras contemporaneas:
o caso do rompimento da barragem de rejeitos de Fundao/Samarco. Revista Brasileira de Satide
Ocupacional, v.42,n. 9, p.1-12, 2017.

LASSEN, P. G. Morfometria e desenvolvimento das gbénadas de tildpias (Oreochromis
niloticus) suplementadas com sal mineral composto por cobre, manganés e zinco. 2016. 63p.
Dissertacio de Mestrado. Area de concentragdo e produgdo animal. Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RGS. 2016.

LAUER JUNIOR, C. M. A influéncia dos fons célcio e magnésio na toxicidade do cddmio e o
envolvimento da proteina Pmrl no uso da via secretora para desintoxicacdo de cddmio em
Saccharomyces cerevisiae. 2007. 99p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-Graduacdo
em Biologia Celular e Molecular. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RGS. 2007.

LE GAC, F.; LOIR, M. Male reproductive system fish. In: Encyclopedia of Reproduction.
KNOBIL, E.; NEILL, J.D. (Eds). San Diego: Academia Press, v.3, p.20-30, 1999.

LEONARD, A.; LAUWERYS, R. Mutagenicity, carcinogecity and teratogenicy of cobalt metal
and cobalt compounds. Mutation Research Amsterdam, v.239, p.17-27, 1990.

LI, H.; CHEN, Q.; LI, S.; YAO, W.; LI, L.; SHI, X.; WANG, L.; CASTRANOVA, V.;
VALLYATHAN, V.; ERNEST, E.; CHEN, C. Effect of CrVI exposure on sperm quality:
human and animal studies. Annals of Occupational Hygiene, v.45, p.505-511, 2001.

LOPES, L. M. N. O rompimento da barragem de Mariana e seus impactos socioambientais.
Sinapse Miiltipla, v.5, n. 1, p.1-14, 2016.

MACHADO, I.C.; MAIO, E.D.; KIRA, C.S.; CARVALHO, M.F.H. Estudo da ocorréncia dos
metais pesados Pb, Cd, Hg, Cu e Zn na ostra de mangue Crassostrea brasiliana do estuério de
Cananéia-SP, Brasil. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v.61, n. 1, p.13-18, 2002.

MACHADO, W.G. F. Monitoramento de barragens de conten¢do de rejeitos da mineragao.
2007. 155 p. Dissertacdo de Mestrado. Engenharia mineral. Escola Politécnica da Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, SP. 2007.

MAGALHAES, A. L. B.; ANDRADE, R. F.; GOMES, B. V. C.; PERINL, V. R.; RIZZO, E.;
BAZZOLI, N. Ultrastructure of the semicystic spermatogenesis in the South American
freshwater charicid Hemigrammus marginatus (Teleostei, Characiformes). Journal of Applied
Ichthyology, 2011.

MAHAN, B. H. Quimica: um curso universitario. 4° Ed. Sdo Paulo: Edgard Bliicher, 251p,
1995.



36

MAHAN, L. K.; ESCOTT-STUMP, S. Krause: Alimentos, nutri¢do e dietoterapia. 11° Ed., Sao
Paulo: Roca Editora, 1280p, 1998.

MANUAL  MERCK. 2019. Biblioteca  médica  online.  Disponivel em:
http://www.manualmerck. net. Acesso em: 26 de marcgo de 2020.

MAROUANI, N.; OLFA TEBOURBI, O.; HALLEGUE, D.; MONCEF MOKNI, M.;
YACOUBI, M. T.; SAKLY, O.; BENKHALIFA, M.; RHOUMA, K. B. Mechanisms of
chromium hexavalent-induced apoptosis in rat testes. Toxicology and Industrial Health, v.33.
n. 2, p.97-106, 2017.

MARQUEZ, K. S. G. Estudo dos metais e outros elementos presentes nos sedimentos das
regides costeiras de Sdo Sebastido e Ubatuba — litoral norte do Estado de Sdo Paulo. 2001. 231p.
Tese de Doutorado em Ciéncias, Quimica Analitica. Departamento de Quimica Fundamental,
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2001.

MARSHALL, J. W.; BANGERT, S.K.Clinical biochemistry metabolic and clinical
aspects. New York: Churchill Livingstone, p.182-183, 1995.

MASON, C.F. Biology of freshwater pollution. 3° Ed. Londres: Longman, 175p. 1996.

MASSABNI, A. C. Os metais e a saide humana. In: Conselho Regional de Quimica 4* Regido.
2019. Disponivel em:<http://www.crq4.org.br/qv_metaisesaude>. Acesso em: 26 de marco de
2020.

MASSANYI, P.; LUKAC, N.; ZEMANOVA, J.; MAKAREVICH, A. V.; CHRENEK, P.;
CIGANKOVA, V.; FLESAROVA, S.; TOMAN, R.; FORGACS, Z.; SOMOZY, Z.; LAZOR,
P. Effect of nickel administration in vivo in the testicular structure in male mice. Acta
Veterindria Brunensis, v.76, p.223-229, 2007.

MATTEI X.; SIAU, Y.; THIAW, O. T.; THIAM, D. Peculiarities in the organization of testis
of Ophidion sp. (Pisces, Telestei). Evidence for two types of the spermatogenesis in teleost fish.
Journal of Fish Biolology, v.43, p.931-937, 1993.

MECANISMOS DE TRANSPORTE. In: Avaliagdo de risco a saide humana por metais
pesados em santo amaro da purificagdo — Bahia, cap. VI, 2003. Acesso em: 06 de abril de 2020.

MENDIL, D.; ULUOZLU, O.D; HASDEMIR, E.; TUZEN, M; SARI, H.; SUICMEZ, M.
Determination of trace metal levels in seven fish species in lakes in Tokat, Turkey. Food
Chemistry, v.90, n. 1-2, p. 175-179, 2005.

MERCK INDEX: An encyclopedia of chemicals, drugs and biologicals. 12° Ed. Whitehouse
Station: Merck, p.2488-2504, 1996.

MERTZ, W.; ABERNATHY, C. O.; OLINS, S. S.; eds. Risk assessment of essential elements.
Washington: ILSI Press, p.13-15, 48-49, 1994.

MIRZAEI, M.; SOLGI, E. Evaluation of heavy metals concentration (cadmium, copper,
manganese, nickel, lead and zinc) in sediments of Zayandeh Rood River. Journal of Health and
Environmental Research, v.1, p.251-265, 2016.

MOORE, J. W.; RAMAMOORTHY, S. Heavy metals in natural waters applied monitoring and
impact assessment. New York: Springer Verlag, 268p, 1984.



37

MORAIS, A. T. Concentracdo de Metais pesados em peixes Teledsteos do Rio Piracicaba,
Minas Gerais, Brasil. 2009. p.109. Dissertacdao de Mestrado. Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal de Vicosa. Vigosa, MG. 2009.

MUNIZ, D. H. F.; FILHO, E. C. O. Metais pesados provenientes de rejeitos de mineracdo e
seus efeitos sobre a saide e o meio ambiente. Universitas: Ciéncias da Saiide, v. 4, p. 83-100,
2006.

NASREDDINE, L.; NASHALIAN, O.; NAJA, F.; ITANI, L.; PARENT-MASSIN, D.;
NABHANI-ZEIDAN, M.; HWALLA, N. Dietary exposure to essential and toxic trace elements
from a Total diet study in an adult Lebanese urban population. Food and Chemical Toxicology,
v.48, p. 1262-1269, 2010.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL (U.S.) Subcommittee on the Tenth Edition of the RDAs.
Recommended dietary allowances. 10 °ed. Washington: National Academy Press, p.267-268,
1989.

NOBREGA, R.H. Spermatogonial stem cells andtheir endocrine and paracrineregulation in
zebrafish. 1981. 278p. Division of Developmental Biology, Departament of Biology, Sicence
Faculty, University of Utrecht, The Netherlands. 1981.

NUNES, D. L. M. Plumbismo. Apostila (Disciplina de Medicina do Trabalho). Departamento
de Sadde Publica, Centro de Ciéncias Fisiolégicas e da Sadde, Universidade Federal do
Maranhao, Sao Luis. 11 p, 2004.

NUNES, W. A. G. A. Caracterizagdo fisica, quimica, mineral6gica, micromorfologica e
espectral de alguns solos da Zona da Mata mineira. 1995. 135p. Dissertagdao de Mestrado.
Departamento de Solos e Nutri¢do de Plantas. Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG,
1995.

OHLWEILER, O. A. Quimica inorganica. 1° Ed. Sao Paulo: Edgard Bliicher, 310p, 1972,

OLIVEIRA, M.R.; HORN, A.H. Comparag¢do da concentra¢do de metais pesados nas dguas do
rio Sdo Francisco em Trés Marias, desde 1991 até hoje, relacionando a atuacdo da CMM-Trés
Marias. Revista Geonomos, v.14, n. 1,2, p.55-63, 2006.

OLOJO, E. A. A;; OLURIN, K. B.; MBAKA, G.; OLUWEMIMO, A. D. Histopathology of the
gill and liver tissues of the African catfish Clarias gariepinus exposed to lead. African Journal
of Biotechnology, v.4, n. 1, p.117-122, 2005.

PAOLIELLO, M. M. B.; CHASIN, A. A. M. Ecotoxicologia do chumbo e seus compostos.
Cadernos de Referéncia Ambiental — Centro de Recursos Ambientais, Salvador, v.3, 144 p,
2001.

PEDROZO, M. F. M.; LIMA, 1. V. Ecotoxicologia do cobre e seus compostos. Cadernos de
Referéncia Ambiental — Centro de Recursos Ambientais, Salvador, v.2, 128 p, 2001.

POLEO, A. B. S. Aluminium polymerization-a mechanism of acute toxicity of aqueous
aluminium to fish. Aquatic Toxicology, v.31, p.347-356, 1995.

POPMA, T.J.; PHELPS, R.P. Status report to commercial tilapia producers on monose x
fingerling productions techniques. In: AQUICULTURA BRASIL'98. Recife: SIMBRAQ,
p.127-.145, 1998.



38

PORTO, M.E.S. A tragédia da mineracdo e do desenvolvimento no Brasil: desafio para a saide
coletiva. Caderno Saiide Puiblica, v.32, n. 2, p.1-3, 2016.

PUDNEY, J. Spermatogenesis in nonmmamalian vertebrates. Microscopy Research and
Technique, v.6, p.459-497, 1995.

PYLE, G. G.; RAJOTTE, J. W.; COUTURE, P. Effects of industrial metals on wild fish
populations along a metal contamination gradient. Ecotoxicology and Environmental Safety,
v.61, p.287-312, 2005.

QU, R.; WANG, L. Q. Metal accumulation and oxidative stress biomarkers in liver of
freshwater fish Carassius auratus following in vivo exposure to waterborne zinc under different
pH values. Aquatic Toxicology, v.150, p.9-16, 2015.

QUAGIO-GRASSIOTTO, 1.; GRIER, H.J.; MAZZONI, T.S.; NOBREGA, R.H.; AMORIM,
J. P. Activity of the ovarian germinal epithelium on the follicle formation and the oocyte
development in the freshwater catfish Pimelodusmaculatus (Teleostei: Ostariophysi:
Siluriformes). Journal of Morphology, v.8, p.1290-1306, 2011.

RIBEIRO, E.V.; MAGALHAES, A.P.; HORN, A.H.; TRINDADE, W.M. Metais pesados e
qualidade da dgua do rio Sdao Francisco no segmento entre Trés Marias e Pirapora - MG: indice
de contaminacdo. Revista Geonomos, v.20, n. 1, p.49-63, 2012.

ROSA, D. E.; MATTIOLI, G. A. Metabolismo y deficiencia de Cu en bovinos. Analecta
Veterindria, v. 22, p.7-16, 2002.

SABINO, J.; CASTRO, R.M.C. Alimentagdo, periodo de atividade e distribui¢ao espacial dos
peixes de um riacho da Floresta Atlantica (Sudeste do Brasil). Revista Brasileira de Biologia,
v. 50, n. 1, p.23-36, 1990.

SALGADO, P. E. T. Toxicologia dos metais. In: Fundamentos de toxicologia. OGA, S. (Ed).
Sao Paulo, p. 154-172, 1996.

SANTANA, G. P. Elemento-traco ou metal pesado, 2008. Disponivel em:
http://blog.clubedaquimica.com/elemento-traco-ou-metal-pesado/. Acesso em: 06 de abril de
2020.

SANTOS, D. C. M. Toxidez aguda do zinco em lambari Astyanax aff. bimaculatus (Linnaeus,
1758). 2009. 115p. Dissertagdo de Mestrado. Departamento de Biologia Animal. Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, MG. 2009.

SARIC, M.; LUCCHINI, R. Manganese. In: Handbook on the toxicology of metals.
NORDBERG, G. F.; FOWLER, B. A.; NORDBERG, M.; FRIBERG, L. T. (Eds). 3° Ed.
California: Elsevier, 975p, 2007.

SCANSETTI, G.; MAINA, G.; BOTTA, GC.; BAMBACE, P.; SPINELLI, P. Exposure to
cobalt and nickel in the hard-metal production industry, Internacional Archives of
Occupational Environmental Health, v.71, p.60-63, 1998.

SQHULZ, R.W.; FRANCA, L.R.; LAREYRE, J-].; LEGAC, F.; CHIARINI-GARCIA, H.;
NOBREGA, R.H.; MIURA, T. Spermatogenesis in fish. General and Comparative
Endocrinology, v.165, n. 3, p.390-411, 2010.


http://blog.clubedaquimica.com/elemento-traco-ou-metal-pesado/

39

SILVA, F. B. D.; MONTEIRO, M. I. C.; CASTILHOS, Z. Avalia¢do de risco a saide humana
na ingestdo de peixes contaminados com metais em barra mansa — RJ. Parte I — Mercurio. In:
XIII JORNADA DE INICIACAO CIENTIFICIA DO CENTRO DE TECNOLOGIA
MINERAL - CETEM, 2005, Rio de Janeiro, 7 p, 2005.

SILVA, M. R. C. Estudos de sedimentos da bacia hidrografica do Mogi-Guacu com énfase na
determinagdo de metais. 2002. 133p. Dissertacdo de Mestrado. Ciéncia Quimica Analitica.
Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, SP, 2002.

STEINHOFF, D.; MOHR, U. On the question of a carcinogenic action of cobalt containing
compounds. Exp. Pathol., Jena, v.41, p.169-174, 1991.

SUTTLE, N.F. The Mineral Nutrition of Livestock. 4th ed. London: CABI International, 579p,
2010.

TEIEN, H. C.; SALBU, B.; KROGLUND, F.; HEIER, L, S.; ROSSELAND, B.O. The
influence of colloidal material on aluminium speciation and estimated acid neutralizing
capacity (ANC). Applied Geochemistry, v.22, p.1202-1208, 2007.

THE INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY. Environmental Health
Criteria, 86 Mercury: environmental aspects. Geneva: WHO, 1989. Disponivel em:
<http//:www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ ehc086.htm>. Acesso em: 26 de marco de 2020.

TOSTES, J.O. Conflitos na gestao das aguas da bacia do piranga: a democracia do “parlamento
das aguas” afogada por relagdes assimétricas de poder. 2007. 90p. Monografia apresentada
como exigéncia para a conclusdo do bacharelado em Geografia, Universidade Federal de
Vigosa. Vigosa, MG. 2007.

TRAVINO, J. R.; BASSOL-MAYAGOITIA, S.; HERNANDEZ-IBARRA, J. A.; RUIZ-
FLORES, P.; NAVA-HERNANDEZ, M. P. Toxic effect of cadmium, lead, and arsenic on the
sertoli cell: mechanisms of damage involved. Dna And Cell Biology, v.37, n. 7, p.1-9, 2017.

TSALEV, D. L.; ZAPRIANOV, Z. K. Atomic absorption spectrometry in occupational and
environmental health practice. Boca Raton: CRC Press, v.1, p.117-121, 1983.

VALVERDE, O. A fazenda de café escravocrata, no Brasil. Revista Brasileira de Geografia,
v.29,n. 1, p. 37-81, 1967.

VIEIRA, M. C.; TORRONTERAS, R; CC)RDOBA, F.; CANALEJO. Acute toxicity of
manganese in goldfish Carassius auratus 1s associated with oxidative stress and organ specific
antioxidant responses. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.78, p.212 — 217, 2012.

VIRGA, R. H. P.; GERALDO, L. P.; SANTOS, F. H. Avaliacdo de contaminacio por metais
pesados em amostras de siris azuis. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 27, n. 4, p. 779-785,
2007.

VITEK, T.; SPURN, P.; MARE, J.; ZIKOVA, A. Heavy metal contamination of the Loucka
River water ecosystem. Acta Veterinaria Brno, v. 76, p. 149-154, 2007.

VOUTSAS, E.; MAGOULAS, K.; TASSIOS, D. Predction of the bioacumulation of persistent
organic pollutants in aquatic food webs. Chemosphere, v. 48, p.645-651, 2002



40

WEHNER, A. P.; BUSCH, R. H.; OLSEN, R. J.; CRAIG, D. K. Chronic inhalation of cobalt
oxide and cigarette smoke by hamsters. American Industrian Hygiene Association Journal,
v.38, p.338-346, 1977.

WELTZIEN, F. A.; ANDERSSON, E.; ANDERSEN, @.; SHALCHIAN-TABRIZI, K.;
NORBERG, B. The brain—pituitary—gonad axis in male teleosts, with special emphasis on
flatfish (Pleuronectiformes). Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular &
Integrative Physiology, v.137, p.447-477, 2004.

YAMAGUCHLI, S.; MIURA, C.; ITO, A.; AGUSA, T.; IWATA, H.; TANABE, S.; TUYEN,
B. C.; MIURA, T. Effects of lead, molybdenum, rubidium, arsenic and organochlorines on
spermatogenesis in fish: Monitoring at Mekong Delta area and in vitro experiment. Aquatic
Toxicology, v.83, p.43-51, 2007.

YOUSEF, M. 1., SALAMA, A. F. Propolis protection from reproductive toxicity caused by
aluminium chloride in male rats. Food and Chemical Toxicology, v. 47, p. 1168—1175, 2009

ZHANG, W.; FENG, H.; CHANG, J.; QU, J.; XIE, H.; YU, L. Heavy metal contamination in
surface sediments of Yangtze River intertidal zone: an assessment from different indexes.
Environmental Pollution, v.157, n. 5, p.1533-1543, 2009.



ARTIGO

41



42

Toxicidade por metais pesados em testiculo de Oreochromis niloticus (exética) e
Geophagus brasiliensis (nativa) da bacia do rio doce, trés anos apoés o rompimento da

barragem de rejeitos em Mariana — MG.

Maria Luiza Assis Rodrigues!, Sirlene Souza Rodrigues Sartori!, Sérgio Luis P. da Matta?,

Fabiana C. S. Alves de Melo!

! Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal de Vicosa, Campus UFV, Vicosa,
Brasil, 36570-900.

’Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vicosa, Campus UFV, Vicosa,
Brasil, 36570-900.

Palavra-chave: Mineracdo. Ecotoxicologia. Reproducdo. Histopatologia. Status oxidativo.



43

RESUMO

Em 5 de novembro de 2015 ocorreu o rompimento da Barragem de Fundio, localizada no
distrito de Bento Rodrigues (Mariana-MG), e foram lancados no ambiente aproximadamente,
trinta e cinco milhdes de m3 de rejeitos de mineracdo de ferro, que atingiu toda a extensao do
rio Doce. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade por metais pesados sobre o testiculo
de duas espécies de peixes do rio Doce, trés anos apés o rompimento da barragem. Foram
utilizados 15 exemplares de Oreochromis niloticus (espécie exética) e Geophagus brasiliensis
(espécie nativa), coletados no rio Doce e no rio Piranga (ndo afetado pelo rompimento), nos
municipios de Santa Cruz do Escalvado e Ponte Nova, respectivamente. Os animais foram
eutanasiados para a retirada dos testiculos, que foram processados para andlises de
quantificacdo de metal, histoldgica e de estresse oxidativo. Foi realizado também anélise de
quantificacdo de metais na 4gua e no sedimento. As concentracdes dos metais pesados na dgua,
e no sedimento ndo tiveram diferencas significativas entre os rios Doce e Piranga. Em relagcao
a concentracdo de metal pesado no testiculo, observou-se concentra¢do significativamente
maior em tildpias do Rio Doce (TRD) quando comparado a tildpia do Rio Piranga (TRP), para
cobre e cobalto e menores de mercurio em TRD; os niveis de mercurio também forem menores
no card do Rio Doce (CRD) comparado com o do Rio Piranga (CRP). Entre CRP e TRP
observou-se concentragdes mais altas para ferro e mercurio. Produtos do stress oxidativo e a
atividade de enzimas antioxidantes foram maiores nos peixes do rio Piranga, entretanto, a
ocorréncia de cistos espermatogénicos contento patologias foi maior nos peixes do rio Doce.
Quanto a biometria gonodal, o peso corpora, comprimento padrio, peso e comprimento gonadal
foram maiores no grupo TRD quando comparado ao TRP, contudo, o indice gonadossomético
se mostrou reduzido neste grupo, assim como em CRD. O nimero de cistos e sua drea foram
menores no grupo TRD quando comparado com o grupo TRP. Foi observada a ocorréncia de
mais cistos patoldgicos nos grupos dos cards, sendo o grupo CRD o mais afetado. Os grupos do
rio Doce apresentaram maior frequéncia de células em processo inicial de dano ao DNA.
Conclui-se que, a d4gua e o sedimento dos rios Doce e Piranga apresentaram estados semelhantes
de contaminacdo por metais pesados. Entretanto, as espécies analisadas do rio Doce se
mostraram mais afetadas, em especial o card, que apresentou maiores danos testiculares, se

mostrando mais sensivel a esses poluentes.

Palavras-Chave: Mineracao. Ecotoxicologia. Reprodu¢do. Histopatologia. Stress oxidativo.
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ABSTRACT

On November 5, 2015, the Funddo Dam broke, located in the Bento Rodrigues district
(Mariana-MG), and approximately thirty-five million m3 of iron mining tailings were released
into the environment, which reached the entire extension of the Doce river. The aim of this
study was to evaluate the toxicity of heavy metals on the testis of two species of fish from the
Doce river, three years after the dam burst. Fifteen specimens of Oreochromis niloticus (exotic
species) and Geophagus brasiliensis (native species) were collected from the Doce river and
the Piranga river (unaffected by the rupture), in the municipalities of Santa Cruz do Escalvado
and Ponte Nova, respectively. The animals were euthanized for the removal of the testicles,
which were processed for analysis of metal quantification, histological and oxidative stress.
Analysis of the quantification of metals in water and sediment was also carried out. The
concentrations of heavy metals in water and sediment did not differ significantly between the
Doce and Piranga rivers. In relation to the concentration of heavy metal in the testis, a
significantly higher concentration was observed in tilapia from Doce river (TRD) when
compared to tilapia from Piranga river (TRP), for copper and cobalt and lower mercury in TRD;
mercury levels are also lower in card from Doce river (CRD) compared to card from Piranga
river (CRP). Between CRP and TRP, higher concentrations for iron and mercury were observed.
Products of oxidative stress and the activity of antioxidant enzymes were higher in fish from
the Piranga river, however, the occurrence of spermatogenic cysts with pathologies was higher
in fish from the Doce river. As for gonodal biometrics, body weight, standard length, gonadal
weight and length were higher in the TRD group when compared to the TRP, however, the
gonadosomatic index was reduced in this group, as well as in CRD. The number of cysts and
their area were lower in the TRD group when compared to the TRP group. The occurrence of
more pathological cysts was observed in the card groups, with the CRD group being the most
affected. The Doce river groups showed a higher frequency of cells in the initial process of
DNA damage. It is concluded that the water and sediment of the Doce and Piranga rivers
presented similar states of contamination by heavy metals. However, the analyzed species from
the Doce river were more affected, especially the card, which showed greater testicular damage,

being more sensitive to these pollutants.

Keywords: Mining. Ecotoxicology. Reproduction. Histopathology. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A cidade de Mariana, em Minas Gerias, faz parte do quadrildtero ferrifero, regiao de
forte atividade mineradora. Em 5 de novembro de 2015 ocorreu o rompimento da Barragem de
Fundao, localizada no distrito de Bento Rodrigues (Mariana-MG, Brasil), e foram langados no
ambiente aproximadamente trinta e cinco milhdes de m3 de rejeitos de mineracao de ferro. Além
de comprometer 663,2 km do rio Doce nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, o
lancamento desses rejeitos exerceu impactos sobre o estudrio e a regido costeira de influéncia.
Os residuos da barragem provocaram impactos sobre a vegetacdo natural, dreas de preservacao
permanente, a ictiofauna e outros organismos aqudticos, além da qualidade da dgua, com
evidentes danos socioeconomicos (DIAS et al., 2018; ESPINDOLA et al., 2017; IBAMA, 2015;
LACAZ et al., 2017;).

O rompimento da barragem de contencao de rejeitos de Fundao contaminou o solo e as
dguas de uma extensa drea da bacia do rio Doce e essa contaminagdo ocorreu
predominantemente pela incorporacdo de metais pesados que sdo, de modo geral, nocivos aos
seres vivos e ecossistemas (CARVALHO, 2017). A poluicao dos ecossistemas por metais
pesados tem recebido muita aten¢do devido a abundancia, toxicidade, persisténcia, nao
degradabilidade e subsequente bioacumulag¢do nos organismos (LIU et al., 2016; VAROL,
2011). Os peixes sao particularmente afetados por ocuparem o nivel tréfico mais elevado e pelo
fato destes poluentes tenderem a biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar (FARKAS et

al., 2002)

A contaminagdo do ambiente por metais ocorre na maioria das vezes em baixas
concentragdes, pois a exposi¢do dos organismos acontece de forma prolongada e cronica. Como
consequéncias podemos citar o aumento das alteracdes reprodutivas que podem resultar em
declinio significativo da comunidade aquatica. Ainda, essas exposi¢des in situ nos ecossistemas
aquéticos geralmente ocorrem com interacao de diferentes metais, acarretando sinergismo de

efeitos e potencializando assim os danos causados aos organismos (RODRIGUES, 2019).

A espécie Oreochromis niloticus, tilapia-do-nilo, pertencente a familia Cichlidae, €
proveniente do continente africano e foi introduzida no Nordeste do Brasil em meados de 1950
(HAYASHI, 1995; FITZSIMMONS, 2000). E uma das espécies mais criadas e presentes no
Brasil, devido ao seu grande potencial na aquicultura, por apresentar desenvolvimento e
crescimento rapidos e adaptacdo aos diferentes sistemas de cultivo e alimentares (GALLI,

TORLONI, 1986; HAYASHI, 1995; KUBITZA, 2000).
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Geophagus brasiliensis, acard ou card, é uma espécie de peixe neotropical nativo do
Brasil, também pertencente a familia Cichlidae, com ampla distribuicdo geogrifica da
Amazonia para a bacia do rio Parané e Uruguai (BELLAY etal., 2012; GRACA, PAVANELLI,
2007; NUNES et al., 2014;). Tem sido utilizada como bioindicador ambiental, devido a sua

sensibilidade e capacidade de responder a elementos toxicos.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar e comparar a toxicidade por metais
pesados no testiculo de duas espécies de peixes, Oreochromis niloticus (espécie exdtica) e
Geophagus brasiliensis (espécie nativa), do rio Doce, afetado pelo rompimento da barragem de

rejeitos de Mariana-MG, e do rio Piranga, drea ndo afetada pelo rompimento da barragem.
2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido de acordo do Comissdes Comité de Etica no Uso Animal
(protocolo 101/2018) da Universidade Federal de Vigosa, e sob licenca do IBAMA (55430-2),
no Laboratério de Morfologia do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal
de Vigosa, em parceria com o LANAGRO Campinas — Laboratério Federal de Defesa
Agropecudria; Laboratério .de Ecofisiologia de Quirdpteros — UFV; Laboratério de
Espectometria de Absor¢do Atomica — UFV; Laboratério de Fertilidade de Solos — UFV,
Laboratorio de Sisteméatica Molecular — UFV e o Laboratério de Pesquisa em Patologia Clinica

Veterindria — UFV.
2.1 Coletas de Animais, Sedimento e Agua

As coletas foram realizadas no rio Doce, drea afetada pelo rompimento da barragem de
rejeitos, em Santa Cruz do Escalvado (-20.262019, -42.918731) e no rio Piranga, 4rea ndo
afetada pelo rompimento da barragem, em Ponte Nova (-20.369724, -42.895751). Foram
coletados 15 animais de cada espécie/area, adultos machos das espécies de peixes Geophagus
brasiliensis e Oreochromis niloticus. As coletas ocorreram nos meses de fevereiro e marco de
2019 através de tarrafas de pesca. Os animais coletados foram mantidos em bombonas com

agua e aeradores até 0 momento da eutandsia.

Nos pontos em que os animais foram coletados também foi realizada a coleta de dgua e
sedimento, de forma separada, em tubos individuais falcon de 15 ml, sendo 3 amostras/4rea
para as andlises de metais. Foram aferidos in situ o pH, temperatura e o oxigénio dissolvido na

agua, através de oximetro (YSI® -550A).
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2.2 Quantificacao de Metais Pesados
2.2.1 Agua

Para determinagdo dos metais pesados (Fe, Al, Mn, Zn, Pb, Cd, Cu e Cr) soliveis em
agua, foi realizada a leitura direta das amostras por absorc¢ao atdmica (Agilent Technologies

200 Series AA Modelo 240 FS).
2.2.2 Sedimento

Amostras de sedimento foram inicialmente pesadas nos frascos FPA, sendo 0,1 g de
amostra para anélise. Em seguida adicionou-se 1 mL de dcido cloridrico (HCI) e 3 mL de 4cido
nitrico (HNO3), mantendo os frascos abertos em chapa aquecedora a 110 °C até a secura.
Posteriormente, 2 mL de acido fluoridrico (HF) concentrado foi adicionado e os frascos
mantidos abertos até completa evaporacao do liquido a 110 °C, sendo repetida esta etapa mais
uma vez. Os frascos foram tampados e aquecidos a 110°C por 30h. Apds esse tempo, os frascos
foram abertos e levados a secura na chapa aquecedora a 110 °C. Adicionou-se em seguida 2
mL de HNO3 e os frascos foram mantidos abertos em placa aquecedora a 110 °C até secura.
Novamente, adicionou-se 2 mL de HCI concentrado, mantendo os frascos abertos em chapa
aquecedora até completa evaporacdo do liquido. O reagente HNO3 diluido em 4gua destilada
na proporcdo 1:1 (4 mL) foi adicionado, sendo os frascos mantidos fechados por 30 min a 110
°C. Por fim, as solucdes obtidas foram transferidas para frascos de polietileno e seu volume foi

completado com 4gua ultrapura até atingir 20 ml.

A leitura das amostras para os analitos (Al, Mn, Zn, Pb, Ni, Cd, Cu, Cr) foi realizada
por absorcao atdomica (Agilent Technologies 200 Series AA Modelo 240 ES).

2.2.3 Testiculo

Amostras dos testiculos foram pesadas e secas em estufa a 70°C até atingirem peso seco
constante de 0,1g. Posteriormente foi realizado o processo de pré - digestdo e digestao das
amostras. Para a realizacdo da pré - digestao as amostras secas foram colocadas em erlenmeyers
com 3 ml de 4cidos na proporcao de 3:2 (nitrico: perclorico) e deixadas em repouso na capela
por 24 horas. Apos esse periodo o material foi levado para a digestdo em blocos digestores
aquecidos e o aumento da temperatura foi feito de forma gradual até atingir 230°C. A digestao
foi completa quando se observou a formagdo de fumaca branca nos erlenmeyers. As amostras

foram entdo retiradas da chapa e resfriadas na capela. Depois do resfriamento as amostras foram
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transferidas para um baldo volumétrico de 5 ml. Os erlenmeyers foram lavados trés vezes com
agua ultrapura e o produto dessa lavagem também foi acondicionado no baldo volumétrico. O
volume das amostras foi entdo completado com dgua ultrapura para 5 ml e em seguida

homogeneizado e acondicionado em tubos falcons.

A leitura das amostras para os analitos (Fe, Mn, Zn, Pb, Ni, Cd, Cu, Cr, Hg, Co) foi
realizada no espectrOmetro de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS Agilent

7700).

Também foi avaliada a bioacumulacdo dos metais analisados no testiculo de G.
brasiliensis e O. niloticus, por meio do cdlculo do fator de bioacumulagao (FBA), que é arazao

entre a concentra¢do do metal no testiculo pela concentracdo do metal na 4gua ou no sedimento.
2.3 Eutanasia, Dissecacio e Biometria dos Animais

Os animais foram eutanasiados individualmente utilizando eugenol na proporcio de
25mg/kg, diluido em &dgua. Apds a eutandsia esses animais foram medidos (comprimento
padrao e comprimento total) e pesados em balanga analitica. Em seguida foi realizada uma
incisdo ventral para exposi¢ao da cavidade celomdtica e a retirada dos testiculos, que foram
pesados, medidos. Para as andlises histolégicas uma por¢ao do testiculo foi armazenado no
fixador Bouin por 12 horas e para anélises de status oxidativos e avaliacdo quantitativa de metal
foram alocados em nitrogénio liquido. Para obter a relacdo entre o peso corporal (PC) e o peso
das gonadas (PG) foi calculado o indice gonadossomadtico (IGS) mediante a férmula: IGS =
PG/PC x 100. O comprimento relativo, ou seja, a relagdo entre o comprimento da gonada (CG)

e o comprimento padrdo (CP), foi calculado usando a equagcdao CG/CP x 100.
2.4 Analises Histolégicas

Para as andlises histoldgicas, amostras dos testiculos foram fixadas em Bouin por 12h e
posteriormente o fixador foi substituido por dlcool 70%. As amostras foram desidratadas em
série etilica crescente (80, 90, 95, 100%) e incluidas em resina glicol-metacrilato (LEICA®).
Apos a obtencdo dos blocos foram realizadas sec¢des semi-seriadas de 3 um de espessura em
micrétomo rotativo (RM2265 — Leica). As laminas foram coradas com azul de toluidina,
montadas com Entellan® e analisadas em microscopio de luz (Olympus BX-50). As imagens
histolégicas para anélises morfométricas e patoldgicas foram obtidas utilizando microscépio

Olympus BX53 com camera acoplada.
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Para as andlises morfométricas, imagens foram capturadas usando objetiva de 20x em
15 campos aleatdrios por animal. Foram quantificados pontos coincidentes sobre cistos
espermatogénicos, limen com espermatozoides e intertiibulo, por meio do sotware para anélise
de imagem [Image J, totalizando 3910 pontos por campo analisado, sendo os resultados
expressos em porcentagem. Em objetiva de 40x foram, também, capturadas imagens em 15
campos aleatdrios, para a identificacdo de cada fase celular espermatogénica (espermatogonias
1 e 2; espermatdcitos primario e secundério; e espermaétides inicial e final). Foram medidos a
area de 20 cistos espermatogénicos (por estdgio celular), além da contagem de células dentro
desses cistos e do diametro nuclear de duas células nesses cistos, por meio do software Image

J.

Para as andlises patoldgicas foram qualificadas e quantificadas as seguintes patologias,
utilizando-se 300 cistos aleatdrios por animal: ruptura de cisto, descolamento da parede do
cisto, degeneracdo do cisto, desorganizacdao dos cistos, deslocamento da parede do tdbulo,
ruptura do tdbulo, desorganizacdo dos tibulos, agrupamento celular, nicleo picndtico e
vacuolizagdo celular. As alteragcdes foram classificadas em estagios (ou fases) progressivos que
variam de I a III. Alteracdes do estagio I sdo consideradas leves, nao alteram a fun¢ao do tecido
(deslocamento da parede de cisto e tibulo); alteracdes do estagio II sdo moderadas e alteram
parcialmente a fun¢do do tecido (vacuolizag¢do, agrupamento celular e nicleo picnético) e
alteracdes do estagio III sdo severas, alteram totalmente a func¢do do tecido (ruptura de cisto e

tibulo, desorganizacdo de cisto e tibulo, degeneracdo) (Adaptado de ALVES, 2019).
2.4.1 Viabilidade Celular

Para avaliacdo da viabilidade celular foram utilizados os marcadores laranja de acridina
e iodeto de propidio. As laminas foram imersas em banho de 4dcido acético 1% por 1 minuto,
seguido de tampao fosfato, 3 banhos de 3 minutos cada, e marcadas com a solucado de 0,02 %
de laranja de acridina e 1% de iodeto de propidio em tampdo fosfato por 1 minuto.
Posteriormente as ldminas foram novamente lavadas com tampao fosfato (3 banhos de 3 min)
e em seguida imersas em solucdo de cloreto de calcio 0,1 M por 45 segundos e novamente em
tampao fosfato. As ldminas foram montadas com glicerina e observadas em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX53. As laminas foram analisadas com dois filtros, o filtro verde
(GFP) e o filtro vermelho (RFP). As imagens obtidas com esses filtros foram unidas e a partir
disso foi possivel avaliar a viabilidade celular. Laranja de acridina marca as células danificadas

e vivas e o iodeto de propidio marca células que perderam a integridade da membrana. Células
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viaveis tiveram seus nucleos corados em verde, células mortas, ndcleos em vermelho e
coloragdo amarelo alaranjado, células em processo inicial de dano. A quantificacdo da
densidade celular, baseada na coloragdo, foi realizada utilizando-se o software Image J com a
ferramenta count/size, analisando-se 15 campos aleatdrios por animal na objetiva de 40x, sendo

os dados expressos em percentual.
2.5 Status oxidativo

Fragmentos do testiculo (aprox. 150 mg) foram homogeneizados em tampao fosfato
(fosfato 100 mM, pH 7,4) e a suspensao foi centrifugada (10.000 g a 4 °C por 10 min.), sendo
o sobrenadante resultante utilizado para as andlises das enzimas antioxidante e de produtos da

oxidacao.
2.5.1 Enzimas antioxidantes

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nos tecidos foi realizada em leitor de
microplacas a 570nm (DIETERICH et al., 2000), sendo baseado na capacidade desta enzima
em catalisar a reacdo do superéxido O* e o perdxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razio

de auto-oxidagio do pirogalol. Os resultados foram expressos em nmol g!.

A enzima catalase (CAT) foi mensurada no sobrenadante dos tecidos e determinada pela
taxa de queda do perdxido de hidrogénio (H202) (10 mM), em espectrofotometro a 240nm

durante 60 seg e expressos em pmol g min™.

A atividade da enzima glutationa S-tranferase (GST) também foi feita no sobrenadante
dos tecidos (HABIG et al., 1974). A GST foi mensurada através da formagdo do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variacdo da absorbancia em 340 nm por 60 s. A
formagdo do conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) em reagdo ndo enzimatica, sendo acelerada pela atividade da enzima GST. Uma
unidade (U) de GST equivale a quantidade de enzima que forma 1mol do conjugado glutationa-
2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB € 340 = 9,6 mM™!

cm! foi utilizado para os cdlculos e os resultados foram expressos em umol g”! min'.
2.5.2 Produtos da oxidagdo

Para a andlise da taxa de peroxidacdo lipidica (MDA) seguimos o protocolo descrito por
Buege e Aust (1978). Brevemente, 100 uLL do sobrenadante dos tecidos foi homogeneizado com

200 pL de uma solugdo de écido tricloroacético (15 %) / acido tiobarbiturico (0,375 %) / acido



51

cloridrico (0,25 M), aquecido por 15 minutos em 4gua fervente, resfriado e centrifugado por 10
min 1.500 g. O sobrenadante foi utilizado para quantificar os TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico) em espectrofotometro (A = 532nm). O coeficiente de extingdo molar do
complexo TBA-MDA 1,56 x 10° M! cm! foi utilizado para calcular a concentracdo dos

TBARS, os resultados foram expressos em umol TBARS g-!.

O ¢6xido nitrico foi indiretamente mensurado estimando a concentragdo de nitrito nos
sobrenadantes. O nitrito usado como indicador da sintese de Oxido Nitrico foi detectado pelo
Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida e 0,1 % naftil-etileno-diamina em 2,5 %
H3POs. Desta forma, um volume de 50 pL. do sobrenadante das culturas foi adicionado em
microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado a temperatura ambiente por 15
min. A leitura da densidade 6ptica nas placas foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. A
concentracdo do 6xido nitrico dos sobrenadantes das amostras foi determinada utilizando uma

curva padrdo com concentracdes conhecidas de nitrito de sédio e expressa em uM.
2.6 Analises Estatisticas

Foram realizados os testes de normalidade e distribui¢do D'Agostino & Pearson,
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Como a distribuicdo dos dados foi ndo-normal, foi
realizado o teste estatistico ndo paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney para comparagao das
areas analisadas e entre espécies, sendo considerada diferenca significativa com p < 0.05. Os

dados foram expressos em mediana, intervalo interquartil, valores mdximos e minimos.
3 RESULTADOS
3.1 Metais Pesados e Andlise da Agua

As concentragdes dos metais pesados nas dguas do rio Doce (RD) e rio Piranga (RP)
estdo indicados no Gréfico 1, ndo sendo observado diferenca significativa, nas dreas analisadas.
A ordem de concentragdo de metais pesados presentes na dgua do rio Doce foi
Fe>Al>Cu>Zn>Cd>Pb>Mn e no rio Piranga foi Fe>AI>Mn>Cu>Zn>Cd=Pb. Quando
comparados as concentracOes de metais pesados encontrados nas dguas de ambos 0s grupos e
os valores de referéncias determinados pela legislacdo brasileira (Resolugdo CONAMA
357/2005), € possivel observar que os valores para cobre (RD: 0,021 e RP: 0,022 mg/L) sdo os

unicos que ultrapassam o da legislag@o vigente (0,013 mg/L).
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Ainda analisando dados oficiais, foi possivel observar que os valores de cobre (RD:
0,021), ferro (RD:1,093), cddmio (RD: 0,006 mg/L) e aluminio (RD:0,166), encontrados nesse
estudo no rio Doce foram mais altos que os registrados pela série historica, aproximadamente
5x, 7x, 12x e 2x, respectivamente, e que os encontrados no dltimo relatério do IGAM (Instituto
Mineiro de Gestio das Aguas) realizado em janeiro de 2019, aproximadamente 5x, 3x, 12x e

3x, respectivamente (IGAM, 2020).
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Grifico 1: Concentracdo de metais pesados na dgua dos rios Doce e Piranga trés anos ap6s o rompimento da
barragem de rejeitos em Mariana-MG. Valores representados em mediana, 1° quartil (25%) e 3° quartil (75%), e
valores maximo e minimo. Nao houve diferenca significativa pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0.05;n =3
por area. Valores maximos permitidos pela Resolugio CONAMA 357/2005, em mg/L: Fe=5; Al=0,2; Mn= 0,5;
Zn=5; Pb=0,033; Cd=0,010; Cu=0,013. Fe: ferro; Al: aluminio; Mn: manganés; Pb: chumbo; Cd: cddmio; Cu:

cobre.
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Os valores referentes ao pH, temperatura e oxigénio dissolvido estdo indicados no
Griafico 2, sendo que ndo foi observado diferenca significativa entre os parametros nas areas
analisadas. Contudo, quando se comparou com os valores de referéncia (Resolucado CONAMA
357/2005), percebeu-se que a concentragcdo de oxigénio dissolvido dos grupos RD (1,89 mg/L)
e RP (1,89 mg/L) estavam abaixo que o preconizado pela legislagdo (4,0 mg/L). Os valores de
pH em ambos os rios (RD: 7,86 e RP: 7,83) se enquadram dentro do estabelecido pela resolug¢do

CONAMA 357/2005 (pH 6,0 a 9,0). Para temperatura ndo sdo estabelecidos valores de

referéncias.
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Graéfico 2: ParAmetros de qualidade da dgua dos rios Doce e Piranga, trés anos apds o rompimento da barragem
de rejeitos de Mariana-MG. Valores expressos em mediana, 1° quartil (25%) e 3° quartil (75%), e valores maximo

e minimo. Nao houve diferenca significativa pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney (p < 0.05; n = 3 por 4rea).

3.2 Metais Pesados no Sedimento

As concentragdes dos metais pesados nos sedimentos do rio Doce e rio Piranga estio
indicados no Gréfico 3, ndo sendo observado diferenca significativa, nas areas analisadas. A
ordem de concentracio de metais pesados no sedimento do rio Doce foi
AI>Mn>Cr>Zn>Ni>Cu>Cd>Pb e no rio Piranga foi AI>Mn>Cr>Pb>Ni>Cd>Cu>Zn. Quando
comparado as concentracdes encontradas no presente estudo, com as indicadas pela legislagdao
brasileira (Resolugdo CONAMA 454/12; COSTA, 2015) foi observado que os valores
encontrados nas areas analisadas para manganés (RD: 5,041 e RP: 2,442 mg/L) e aluminio (RD:
34,33 e RP: 16,26 mg/L) foram mais altos que os valores de referéncia (Al: 0,0452 e Mn:0,0033
m/L).
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Ainda comparando os dados do presente estudo com dados oficiais, foi possivel analisar
que as concentracdes de metal pesado encontradas nas dreas analisadas, foram inferiores ao

visto pelo IGAM em janeiro de 2019 IGAM,2020).
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Grifico 3: Concentragdo de metais pesados nos sedimentos dos rios Doce e Piranga trés anos ap6s o rompimento
da barragem de rejeitos em Mariana-MG. Valores representados em mediana, 1° quartil (25%) e 3° quartil (75%),
maximo e minimo (pontos). Nao houve diferenca significativa pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney (p < 0.05; n =
3 por area). Valores maximos permitidos pela Resolu¢do CONAMA 454/2012, em mg/L: VMP1 (limiar abaixo
do qual ha menor probabilidade de efeitos adversos a biota) para Zn=123; Pb=35; Cd=0,6; Cu=35,7; Cr=37,3;
Ni=18. VMP2 (limiar acima do qual hd maior probabilidade de efeitos adversos 4 biota) para Zn=315; Pb=91,3;
Cd=3,5; Cu=197; Cr=90; Ni=35,9. Valores maximos estabelecidos por COSTA (2015), em mg/L: Al=0,0452;
Mn=0,0033. Al: aluminio; Mn: manganés; Pb: chumbo; Cd: cddmio; Cu: cobre. Ni: niquel.
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3.3 Metais Pesados no Testiculo.

As concentragdes dos metais pesados nos testiculos das espécies analisadas estdo
indicadas no Gréfico 4. Entre as espécies do mesmo rio, tildpia do rio Doce (TRD) e cara do rio
Doce (CRD); tildpia do rio Piranga (TRP) e card do rio Piranga (CRP), foram observadas
diferencas significativas apenas para os metais ferro, cddmio, cromo e merctrio. Entre as
mesmas espécies de rios diferentes, TRD e TRP; CRD e CRP foi encontrado diferencas
significativas para cobre, mercurio e cobalto. Os metais manganés, zinco, chumbo e niquel nao

apresentaram diferenca significativas entre os grupos avaliados. Foi observada a seguinte

tendéncia  nas  concentracdes de  metais no testiculo, grupo  TRD:
Fe>Cu>Zn>Mn>Co>Cr>Ni>Hg>Cd>Pb; grupo CRD:
Fe>Zn>Cu>Mn>Cr>Co>Hg>Ni>Cd>Pb; grupo TRP:
Fe>Cu>Mn>Hg>Cr>Co>Cd>Zn>Ni>Pb e grupo CRP:

Fe>Zn>Hg>Cu>Mn>Cr>Co>Ni>Cd>Pb.

O grupo CRD apresentou concentracdes significativamente maiores para ferro
(1.476.000 ug/Kg), cddmio (213,7 ug/Kg) e cromo (4.052 ng/Kg), quando comparado com o
grupo TRD. Quando comparados CRP a TRP é observado concentracdes mais altas de ferro

(1.725.000 pug/Kg) e merctrio (2.512 nug/Kg).

O grupo TRD obteve concentracdes significativamente mais altas quando comparadas
ao grupo TRP, para cobre (212.802 ng/Kg) e cobalto (3568 ng/Kg). Quando avaliado merctrio,
foi visto que TRD (118 pg/Kg) apresentou concentragcdo inferior ao TRP (12.303 ug/Kg).
Passando a analisar o grupo CRD, foi visto que para mercidrio (2.512 pug/Kg) esse grupo

apresentou concentracdo significantemente menor quando comparado ao CRP (34.521 ug/Kg).

Ao comparar as concentracdes de metais pesados encontradas no testiculo, das espécies
analisadas no presente estudo, com dados oficiais, foi observado que para zinco, cddmio, cobre,
cromo e mercurio os grupos avaliados tiveram valores superiores ao determinado pela
legislacdo brasileira (Decreto 55871/65 e Resolugao da ANVISA 42/2013), para 6rgaos de
pescado. Para zinco os grupos CRD e CRP tiveram concentra¢cdes acima da legislacdo, cerca
de 2,5 e 1,6 vezes, respectivamente. Todos os grupos apresentaram concentracoes acima do
permitido para cadmio e cromo. Para cadmio os grupos TRD, TRP, CRD e CRP tiveram 1;6;
5; 4; 5,5 vezes a mais do permitido. A proporcdo de cromo entre os grupos foi bem superior
cerca de 7,4 para TRD, 36 para TRP; 40,5 para CRD e 37,5 vezes para CRP. Quando analisado

o cobre observou-se concentracdoes 7; 1,2 e 4 vezes mais altas em TRD, TRP e CRD
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respectivamente. Em mercurio concentragdes acima do valor de referéncia foram encontradas

em TRP, CRD e CRP, cerca de 24,5; 5 e 69 vezes, respectivamente. Para os metais ferro,

manganés e cobalto, a legislacdo brasileira ndo determina valores de referéncia.
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Grifico 4: Concentragdo de metais pesados nos testiculos de Tildpia do Nilo e Card dos rios Doce e Piranga trés

anos apds o rompimento da barragem de rejeitos em Mariana-MG. Letra “A” indica diferenca significativa entre

as mesmas espécies de rios diferentes e a letra “a” indica diferenca significativa entre espécies diferentes do mesmo

rio, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05 (n = 15 por grupo). Valores representados em mediana, 1° quartil (25%)

e 3° quartil (75%), maximo e minimo. Valores maximo permitido (VMP) para o testiculo estabelecido pelo Decreto
55871/65 e Resolugdo da ANVISA 42/2013 em pg/Kg: Zn=50000; Pb=300; Ni= 5000; Cd=50; Cu=30000;
Cr=100; Hg= 500. Nao tem VMP para Fe, Mn e Co. Fe: Ferro; Mn: manganés; Zn: Zinco; Pb: chumbo; Ni: niquel;

Cd: cadmio; Cu: cobre; Cr: cromo; Hg: mercirio; Co: cobalto.
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Também foi calculado o fator de bioacumulacdo dos metais pesados nos testiculos da
tildpia e do card. A bioacumulacdo foi avaliada, tendo sua fonte proveniente da dgua e
sedimento. A ordem de bioacumulacdo dos metais pesados através da dgua (Tabela 1) nos
grupos TRD e CRD foi de Cu>Zn>Fe>Cd, em TRP a tendéncia foi Zn>Cu>Fe>Cd e em CRP
ficou Zn>Fe>Cu>Cd. J4 a bioacumulacgdo via sedimento (Tabela 1) mostrou-se com diferentes
tendéncias em para cada grupo, TRD: Cu>Zn>Cd>Pb>Mn>Cr>Ni; TRP:
Cu>Zn>Mn>Cr>Cd>Ni; CRD: Cu>Zn>Ni>Cr>Cd>Mn e CRP: Zn>Cu>Cd>Cr>Mn>Ni.
Tabela 1: indice da bioacumulagio de metais pesados calculados através do fator de bioacumulagio (FBA)

no testiculo de Tildpia do Nilo e Card dos rios Doce e Piranga trés anos apds o rompimento da barragem de
rejeitos em Mariana-MG.

Fator de Bioacumulacao

Agua Sedimento
Metal TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP

Mn - - - - 0,0011 0,0027 0,00048 0,0013
Zn 3,85 1,45 2,02 1,45 0,041 0,027 0,022 0,027
Pb - - - - 0,0013

Ni - - - - 0,0005 0,00027 0,0014 0,0004
Cd 0,01  0,0034 0,0035 0,013 | 0,0016 0,00059 0,0006 0,0022
Cu 4,92 0,37 2,67 0,22 0,25 0,028 0,14 0,016
Cr - - - - 0,001 0,0011 0,001 0,0015
Fe 0,28 0,16 0,16 0,28 - - - -
Al - - - - - - - -

Legenda: O hifen (-) significa que nao foram calculados o FBA por serem nulos ou ausentes um dos valores de
concentragdo usados para o cdlculo. TRD: tildpia do rio Doce; TRP: tildpia do rio Piranga; CRD: card do rio Doce;
CRP: card do rio Piranga. Mn: manganés; Zn: Zinco; Pb: chumbo; Ni: niquel; Cd: cddmio; Cu: cobre; Cr: cromo;
Fe: Ferro; A: aluminio.

3.4 Biometria Corporal e Gonadal

Os dados biométricos das espécies analisadas se encontram no Gréfico 5. Entre os
grupos TRD e TRP, observou-se valores significativamente maior para peso corporal,
comprimento padrdo, peso gonadal e comprimento gonadal para o grupo TRD. Quando
avaliado o IGS (Indice Gonadossomatico), o grupo TRD apresentou indice menor que o grupo
TRP. O grupo CRD apresentou maior peso corporal e menor IGS, quando comparado ao grupo

CRP.
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Griéfico 5: Biometria gonodal de machos de Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga coletados trés anos
ap6s rompimento da barragem de Mariana-MG. Letra “A” indica diferenca significativa entre as mesmas espécies
de rios diferentes, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05, n = 15/grupo. Valores representados em mediana, 1°

quartil (25%), 3° quartil (75%) e valores maximo e minimo.

3.5 Histologia do Testiculo

A composic¢do testicular das espécies analisadas estd ilustrada no Gréafico 6. Em TRD
foi observado maior porcentagem de intertubulo e menor porcentagem de limen com
espermatozoide e proporg¢ao tubulo/intertubulo, quando comparado com TRP. A propor¢do de
tubulo/intertubulo foi maior em CRD e a porcentagem de cisto e intertubulo foram menores no

mesmo grupo, quando este era comparado com CRP.
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Griéfico 6: Constituicdo do tecido testicular e densidade de espermatozoides de Tildpia do Nilo e Cara dos rios
Doce e Piranga trés anos apds o rompimento da barragem de Mariana-MG. Letra “A” indica diferenca significativa
entre as mesmas espécies de rios diferentes, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05. Valores representados em

mediana, 1° quartil (25%) e 3° quartil (75%), mdximo e minimo.

Os estadios celulares dos cistos testiculares e seus parametros estdo ilustrados no
Grafico 7. Entre TRD e TRP foi observado didmetro nuclear significativamente maior nas
espermatogonias 1 e 2 do grupo TRD e a area do cisto foi menor em todos os estiddios celular.
N3ao foi encontrado diferenca significativa para o nimero de células no cisto entre os grupos
TRD e TRP. Em CRD quando comparado com CRP, apresentou numero de células no cisto
significativamente maior nos estaddios de espermatocito e espermdtide inicial. O didmetro

nuclear na espermatog6nia 1 também estava maior, contudo, nas espermatides inicial e final ele
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foi significativamente menor. J4 a drea do cisto apresentou valores significativamente maiores

em todos os estadios celulares.

A Espermatogdnia 1
Diametro nuclear

25 4
20 1

A

15-+

LI
' = ==

Lm

=

= tun

TRD CRD TRP CRP

D Espermatogonia 2
N° de células

Nuumero de células

10 1
5

=

TRD CRD TRP CRP

G Espermatdctio 1°
N° de células

100 -
80 -
60 -
40 A

o ¥

Numero de células

0
TRD CRD TRP CRP

B Espermatogdnia 2
Area do cisto

15000 1

12000 -
~ 9000 -
z A
= 6000 -

A
3000 1 ; %
0

TRD CRD TRP CRP

E  Espermatocito 1°
Area do cisto

50000 +
40000 A
30000 4
20000 4

A AH
10002-;; [ .

TRD CRD TRP CRP

pn

H Espermatécito 2°
Area do cisto

50000 1
40000 -
30000 -

2 20000 A
10000 | A

0 + = b
TRD CRD TRP CRP

C  Espermatogonia 2
Didmetro nuclear

JS+ + % +

TRD CRD TRP CRP

F Espermatdcito 1°
Diametro nuclear

pm

S I

TRD CRD TRP CRP

e

Espermatocito 2°
Diametro nuclear

15501
.

2:.].4@

TRD CRD TRP CRP



61

J Espermatocito 2° K Espermatide inicial L Espermatide inicial
N° de células Area do cisto Diametro nuclear
60 - 50000 - 6 -
£ 50 - 40000 - 5
= 4
'8 40 1 _ 30000 - _
o g g3
30 - g g
5 " 20000 1 5 A
E . 10000 - 1 + %
Z .} L
0 0 = 0
TRD CRD TRP CRP TRD CRD TRP CRP TRD CRD TRP CRP
M Espermatide inicial N Espermatide final O  Espermatide final
N° de células Area do cisto Diametro nuclear
160 - A 20000 - 5 A
2 140 A ]
© 100 - 12000 - H3-+
= 80 - g A g
2 60 - 8000 - 2 - A
g 40 - A | + %
5 4000 - 1
Z 20 - ; ;
0 0 * é 0
TRD CRD TRP CRP TRD CRD TRP CRP TRD CRD TRP CRP

P Espermatide final
N° de células

120 -

£ 100 +

5 80

- 060 A
% 40 - = Tilapia do Rio Doce (TRD)
% 20 ﬁ é B cara do Rio Piranga (CRP)

0 [ ] Tildpia do Rio Piranga (IRP)

TRD CRD TRP CRP . Cara do Rio Piranga (CRP)

Grifico 7: Medidas dos cistos espermdticos nos estagios de espermatogdnia 1 e 2, espermatdcitos e espermdtides
de Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga trés anos ap6s o rompimento da barragem de Mariana-MG.
Letra “A” indica diferenca significativa entre as mesmas espécies de rios diferentes, pelo teste de Mann Whitney,

p <0.05. Valores representados em mediana, 1° quartil (25%), 3° quartil (75%), maximo e minimo.

As patologias observadas nos testiculos das espécies analisadas estdo apresentadas no
Grafico 8 e Figura 1. Todos os quatros grupos avaliados apresentaram diferenca significativa
entre a porcentagem de cistos normais e patologicos. Sendo que os cistos patologicos se

mostraram aumentados em comparacio com 0s Cistos normais.
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Griéfico 9: Percentual de cistos normais e patoldgicos em Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga trés anos

koo

ap6s o rompimento da barragem de Mariana-MG. O simbolo “*” indica diferenga significativa entre cistos normais

e patoldgicos, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05. Valores representados em mediana, 1° quartil (25%), 3°
quartil (75%), maximo e minimo. TRD: tildpia do rio Doce; TRP: tildpia do rio Piranga; CRD: cara do rio Doce;

CRP: card do rio Piranga.

Entre os grupos CRD e TRD avaliou-se maior porcentagem das patologias
deslocamento da parede do cisto, agrupamento celular e ruptura de cisto no grupo CRD,
patologias do tipo I, II e III respectivamente. No grupo CRP foram observadas maior
porcentagem de patologias do tipo III, sendo, ruptura de cisto e tibulo e degeneracdo do cisto,
quando este era comparado com o grupo TRP. Entre os grupos TRD e TRP, observou-se
porcentagem significativamente maior de degeneragdo do cisto, patologia do tipo III, no grupo
TRD. Em CRD a patologia do tipo II, agrupamento celular, esteve significativamente maior,

quando este grupo foi comparado ao CRP.
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Grifico 10: Frequéncia de patologias no testiculo de Tildpia do Nilo e Card dos rios Doce e Piranga, trés anos

ap6s o rompimento da barragem de Mariana-MG. n = 4500 cistos por grupo. Letra “A” indica diferenca

significativa entre as mesmas espécies de rios diferentes e letra “a” indica diferenca significativa entre espécies

diferentes do mesmo rio, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05. Valores representados em mediana, 1° quartil

(25%), 3° quartil (75%) e valores maximo e minimo.
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Figura 1: Cortes histoldgicos do testiculo de tildpia e cara coletados no rio Doce e rio Piranga trés anos apds o

rompimento da barragem de Mariana-MG (coloracao azul de toluidina). A) Testiculo de tildpia do rio Doce. B)
Testiculo de tildpia do rio Piranga. C) Testiculo de card do rio Doce. D) Testiculo de card do rio Piranga. AC:
Agrupamento celular; D: Degeneracdo do cisto; DPC: Deslocamento da parede do cisto; DPT: Deslocamento da
parede do tdbulo; EI: Espermdtide inicial; ES: Espermatdcito secundario; EP: Espermatdcito primério; G1:
Espermatogonia primdria (A); G2: Espermatogonia secunddria(B); RC: Ruptura do cisto; RT: Ruptura de tibulo;

EZ: Espermatozoide; V: Vacuolo.
3.6 Viabilidade Celular

O Gréfico 11 apresenta os dados de viabilidade celular. Foram observadas apenas
células amarelas nos quatro grupos analisados, indicando inicio de danos ao DNA das células

germinativas. Observou-se porcentagem significativamente maior apenas no grupo CRD,
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quando comparado ao grupo CRP. Para os outros grupos ndo foram encontradas diferencas

significativas.

Viabilidade Celular
25 -
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Grifico 11: Viabilidade celular do testiculo de Tildpia do Nilo e Card dos rio Doce e Piranga trés anos apds o
rompimento da barragem de Mariana-MG. Letra “A” indica diferenga significativa entre as mesmas espécies de
rios diferentes e letra “a” indica diferenca significativa entre espécies diferentes do mesmo rio, pelo teste de Mann
Whitney, p < 0.05, n = 15 animais/grupo. Valores representados em mediana, 1° quartil (25%), 3° quartil (75%),

valor mdximo e minimo.
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TRD
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Figura 2: Cortes histoldgicos evidenciando a viabilidade celular do testiculo de Tildpia do Nilo e Car4 dos rios
Doce e Piranga tr€s anos apds o rompimento da barragem de Mariana-MG. Laranja de acridine e Iodeto de
propidio, dupla marcagdo para deteccdo de morte celular. Filtros GFP - green fluorescent protein e RFP — red
fluorescent protein; Merged - Sobreposicdo das imagens. Em Marged, as células vidveis sdo marcadas em verde
e as células com danos iniciais no DNA sdo marcadas em amarelo. TRD: Tildpia do rio Doce; TRP: Til4pia do rio

Piranga; CRD: Cara do rio Doce; CRP: Car4 do rio Piranga. SZ: espermatozoide. Barra: 50pm.
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3.7 Status Oxidativo

O Griéfico 12 apresenta os dados de do status oxidativo. O grupo CRD apresentou
concentracgdo significativamente menor para a enzima GST, quando comparado ao grupo TRD.
J4 para o grupo CRP quando comparado com TRP, observou-se maiores concentracdes para o

biomarcador de estresse oxidativo, malondialdeido (MDA) e a enzima de primeira linha, CAT.

Comparando os grupos TRD e TRP, o grupo TRD apresentou maior concentragdo para
a enzima GST. Entre CRD e CRP, observou-se para CRP, maiores concentracdes dos
biomarcadores de estresse oxidativo, MDA e NO; e maior concentra¢do da enzima CAT. Nao

observou diferenca significativa entre os grupos para a enzima SOD.
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Grifico 12: Atividade de enzimas antioxidantes e concentragdo de produtos de oxidagdo em testiculo de Tildpia
do Nilo e Car4 coletados nos rios Doce e Piranga trés anos ap6s rompimento da barragem de Mariana-MG. Letra
“A” indica diferenca significativa entre as mesmas espécies de rios diferentes e letra “a” indica diferenca
significativa entre espécies diferentes do mesmo rio, pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05, n = 15/grupo. Valores

representados em mediana, 1° quartil (25%), 3° quartil (75%), valores maximo e minimo.
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4 DISCUSSAO
4.1 Metais Pesados e Andlises da Agua

No presente estudo, ndo foi observado diferenca significativa entre os metais pesados
nas dreas analisadas (Gréfico 1), contudo, ao compararmos com dados oficiais € possivel
perceber valores acima do permitido pela legislacdo brasileira (Resolucio CONAMA
357/2005) para cobre em ambos os rios. Além, de valores para cobre, ferro, cadmio e aluminio
acima do encontrado pela série histérica e nas andlises realizadas pelo IGAM em janeiro de

2019 no rio Doce (IGAM, 2020).

O aumento da concentracdo de metais pesados na dgua do rio Doce, pode ser devido ao
periodo de coleta do material, que ocorreu em periodo chuvoso, Yabe (1998) encontrou em seu
estudo, no ribeiro Cambé-Pr, concentracdes mais altas de metais pesados em amostras de dgua
coletadas em periodo chuvoso, demonstrando uma maior disponibilidade desses metais
pesados. E também relevante destacar, que além de ter recebido uma alta carga de rejeitos de
minério, o rio Doce também ¢ afetado por polui¢do de outras fontes antrépicas, como dejetos
de industrias e atividades agricolas (COSTA et al., 2020; DIAS et al., 2018). Outro fator
importante para essa constatacdo € a composicdo do rejeito de minério, que era basicamente
ferro e manganés, sendo que outros metais como zinco, chumbo, cobre e aluminio estariam
presentes apenas como elementos tragos, ndo sendo possivel sua elevacdo, as concentragdes
altas, nos cursos d’agua em razao da invasao dos rejeitos. (BEZERRA, 2017; COSTA et al.,
2020; DIAS et al., 2018; SILVA et al., 2006).

Goulart (2008) ao analisar a qualidade da dgua do alto do rio Piranga, no periodo de
setembro de 2006 a marco de 2007, encontrou concentragdes de manganés e zinco 159 e 518
vezes mais alta, respectivamente, que as encontradas no presente estudo; e para aluminio e
cobre o aumento aproximado foi de 18 e 5 vezes, respectivamente. A presenga desses metais
pesados no rio Piranga pode ser associada a atividade antrdpica no curso do rio. O rio Piranga
recebe uma intensa descarga de lancamento de esgoto tratado ou in natura, o que compromete
a qualidade da 4gua e torna sua utilizagcdo limitada (MELO, NEPOMUCENO, 2016). Esses

elementos também estio relacionados com atividades do setor industrial e do agronegdcio.
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Quando analisados os parametros da dgua, oxigénio dissolvido, pH e temperatura, ndo
se encontrou diferengas significativas entre os grupos (Gréafico 2). Entretanto observou-se
concentracdes mais baixas de oxigénio dissolvido nos rios analisado, quando comparados com
valores de referéncias determinados pela legislacdo brasileira (Resolugdo CONAMA
357/2005). Sao muitos os fatores que podem influenciar o teor de oxigénio dissolvido, como
salinidade, disponibilidade de matéria orgénica e altitude, entretanto, um fator que pode ter uma
maior influéncia é a oxidacdo abidtica de substancias com fons metdlicos, como o ferro
(FIORUCCI, 2005). Ambos os rios apresentaram concentragdes de ferro dentro dos valores de
referéncia, entretanto, o ferro foi o metal pesado com concentragao mais altas encontrados tanto
no rio Doce quanto no rio Piranga (Gréfico 1A). O pH de ambos os rios estava dentro dos
valores estabelecidos pela legislacdo. E ndo ha para a temperatura valores de referéncia
estabelecidos pela legislacdao, uma vez que a temperatura varia nos diferentes corpos de dgua,
em funcao de flutuagdes sazonais, sendo influenciada pela latitude, altitude, época do ano, hora

do dia e profundidade da dgua (ESTEVES, 1998).

4.2 Metais Pesados no Sedimento

No presente estudo, ndo foi observado diferenca significativa entre os metais pesados
nas areas analisadas (Gréfico 3). Além, também foi observado concentracdes mais baixas dos
metais pesados no presente estudo, quando estes foram comparados com os valores encontrados

por IGAM (2020) em janeiro de 2019.

A reducdo na concentracdo desses metais no sedimento do rio Doce também foi
encontrada em outros estudos ao longo do rio, uma vez que essas concentracdes foram
significativamente mais altas em locais mais proximos ao do rompimento da barragem, sendo
esses valores gradativamente reduzidos a medida que a lama foi sendo carreada para a foz do
rio (LACTEC, 2018). A queda na concentracdo desses elementos no sedimento também pode
ser relacionada com a diluicdo da pluma de sedimento e com a restauracdo em parte dos
processos de adsor¢@o e dessorcdo, processos estes que regulam a mobilidade dos metais em

ambientes aquaticos (ICMBio, 2016; LACTEC, 2018; UFES, 20164, b, 2017).

Apesar dessa reducdo, ainda existe uma grande preocupacdo com esse material, devido
a granulometria fina do sedimento, pois os contaminantes se associam facilmente a essas

particulas, em consequéncia das caracteristicas de ligacdes quimicas que estas propiciam
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(JUNCA et al., 2017; PIRES et al., 2003; SEGURA et al., 2016; UFES, 2016b, 2017). Assim,
quando esses metais sdo incorporados nos sedimentos, eles se tornam biodisponiveis facilitando
sua absorcao pelos organismos. O sedimento ndo s6 acumula esses elementos, mas também faz
o papel de reposi¢do, redistribuicdo e disponibilizacdo destes para a coluna de dgua e para a
biota aquitica, sendo fonte de polui¢do no ambiente aquético (IBAMA, 2015; JUNCA et al.,
2017; MAIA, 2017; SOUZA et al., 2015).

Maia (2017) comparou a qualidade do sedimento dos dois rios em questdo, rio Doce e
rio Piranga, e observou maiores concentragdes de cidmio e chumbo no rio Piranga. No presente
estudo a concentracdo de cddmio também foi superior no rio Piranga. A contaminagdo do rio
Piranga se d4 principalmente por atividades industriais e agropecudrias, que sao responsdveis
pelo langcamento de contaminantes contendo principalmente chumbo, cobre, cromo, niquel e
zinco, que estdo presentes em produtos agricolas como fertilizantes. Além das atividades
industriais e agrarias, observa-se uma grande descarga de efluente doméstico tratado ou in
natura, contribuindo com o aumento da concentragao desses poluentes inorganicos no ambiente
aqudtico e consequentemente aumentando a incorporacdo ao sedimento (MELO,

NEPOMUCENO, 2016; LACERDA, ROESER, 2014).

4.3 Metais Pesados no Testiculo

Comparando as espécies do mesmo rio, foi observado para cddmio, maior concentra¢ao
em CRD do que em TRD (Grifico 5SF). Em peixes os estudos com cddmio mostram, de maneira
geral, alteracdes morfoldgicas e hormonais, como a reducdo do nivel esteroidal e alteragdes
espermaticas, reducao do sucesso reprodutivo, mortalidade embriondria, desenvolvimento de
deformidades, ocorréncia de nucleos picnéticos, degeneracdo de elementos da
espermatogénese, infiltrado sanguineo, desorganizacdo dos l6bulos e apoptose (BROWN et al.,
1994; CHENG et al., 2000; EL-REFAIY, EISSA, 2013; MIGLIARINI et al., 2005;
RODRIGUES, 2019).

Para mercurio, foi observado maior concentragdo em CRP quando comparado com TRP.
Os grupos CRD e TRD apresentaram menor concentragdo deste metal, quando comparados
com CRP e TRP respectivamente (Grafico 5I). Pesquisas com mercurio mostram que ele tende

a se acumular nos testiculos mesmo em pequenas quantidades, quando a exposi¢do ocorre de
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maneira prolongada e cronica, aumentando o risco de desenvolvimento de alteracdes
reprodutivas. A ag¢do do mercurio neste 6rgdo pode inibir o desenvolvimento e a atividade
gonadal, reduzir o crescimento e a funcdo imunoldgica, o que pode afetar a sobrevivéncia da

prole. (DEY, 1989; NIIMI, KISSOON, 1994; RODRIGUES, 2019; WEIS, KHAN, 1990).

Concentragdes significantemente mais altas, para o cobre e cobalto, foram observadas
no grupo TRD quando comparado ao TRP (Graficos 5G e J). Para o metal ferro foi analisado
que os grupos CRD e CRP tiverem valores significantemente mais altos aos grupos TRD e TRP,
respectivamente (Grafico SA). Ao avaliar o metal pesado cromo, concentragdes mais altas
foram encontradas em CRD, quando comparado ao TRD (Gréfico SH). E apenas no grupo TRD
foi encontrado chumbo. Alguns estudos demonstram o surgimento de patologias nos testiculos
de peixes expostos a metais pesados. Em Odontesthes bonariensis ap0s a exposi¢do ao cobre
na concentracdo de 2.49 ug/L, observou-se a presenga de nicleos picndticos nos cistos
espermatogénicos (ITO et al., 2003, 2008; GARRIZ et al., 2017). Ao expor machos adultos de
Astyanax aff. Bimaculatus a 3 e 20 mg/L de zinco, Santos et al (2015) encontraram ruptura nas
paredes dos cistos espermaticos. Um estudo com Girardinichthys viviparous demonstrou que a
presenca dos elementos Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em conjunto leva a altera¢des em gonadotropinas
e estradiol (OLIVARES-RUBIO et al., 1999). Sabe-se que a interagdo de vdarios metais
desencadeia processos danosos ainda mais graves ao sistema reprodutor, devido ao sinergismo
de efeitos causados por eles (DRIESSNACK et al., 2017; RODRIGUES, 2019; ZHENG et al.,
2019).

Os metais zinco, cddmio, cobre, cromo e mercurio nos grupos avaliados apresentaram
concentragdes acima do permitidos pela legislacdo brasileira (Resolucao da ANVISA 42/2013
e Decreto 55871/65) em orgaos de pescado. Todos os grupos apresentaram valores de cddmio
e cromo acima do preconizado pela legislacdo. Para zinco foi observado concentra¢des acima
em CRD e CRP; e para cobre nos grupos TRD, CRD e TRP. O elemento mercurio teve sua
concentracdo acima do recomendado nos grupos CRD, TRP e CRP. Os metais ferro, manganés

e cobalto ndo apresentam valores méaximos estabelecidos pela legislacao.

A presenca de metais pesados em altas concentragcdes em espécies de peixes do rio Doce
podem ser associadas a contaminacOes que ocorreram ao longo dos anos, incluindo o

recebimento de alta carga de rejeitos de minério proveniente do rompimento da barragem de
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rejeitos de minério. Apesar desse rejeito ser classificado como ndo perigoso e inerte (NBR
10.004 da ABNT, 2004), por ser composto basicamente de 6xido de silicio, 6xido de ferro e
6xido de aluminio (SAMARCO, 2016; SILVA et al., 2016). Contudo, esse material possui altos
niveis de goethita, que apresenta alta capacidade de complexacdo, adsorcao e retencio de metais

pesados, tornando-os mais biodisponiveis (PIRES et al., 2003).

O rio Piranga apesar de ndo ter recebido em seu curso material proveniente do
rompimento da barragem, as espécies de peixes analisadas continham também altas
concentracdoes de metal pesado. Este rio recebe carga considerdvel de poluentes das mais
diferentes naturezas, como de atividades minerdrias, industriais e agropecudrias, que sio
intensas nas regides de estudo, e descargas in natura de esgotos domésticos (LACTEC, 2018).
E constatado que atividades agricolas com uso de produtos quimicos, como fungicidas,
praguicidas e herbicidas que contém cobre, zinco, ferro, manganés e arsénio, além da corre¢ao
do solo e da producao de fertilizantes com rochas fosfatadas com presenca de cddmio, s@o as

maiores fontes de contaminacao para solos agricolas (COSTA et al, 2020).

A presenca de metais nos ecossistemas aquaticos tem diversas consequéncias, sendo a
bioacumulacdo um dos mais agravantes, uma vez que os metais se acumulam nos organismos
por meio da exposi¢ao direta ao sedimento ou dgua, ou progressivamente pela cadeia tréfica,
por meio da assimilacdo via alimentacdo (LAWS, 1993) Os sedimentos sdo excelentes
reservatorios ou fontes de metais e de outras substancias quimicas, sao considerados substratos
para uma grande variedade de organismos que vivem na dgua (CHAPMAN, 1990). Existe
liberagdo de metais dos sedimentos para os corpos d’agua, podendo haver um enriquecimento
destes constituintes nestes sistemas, tornando-os biodisponiveis, ou seja, capazes de serem
incorporados por organismos (FORSTNER, 1983). A biodisponibilidade dos metais no
sedimento ou compartimentos abidticos € a fracdo da concentragdo de metal total que pode ser

assimilada pelos organismos (SALOMONS, FORSTNER, 1984).

Avaliando o fator de bioacumulagdo, observou-se que o zinco e cobre foram os metais
mais bioacumulados no testiculo e sdo também um dos metais em concentracdes mais altas
nesse Orgdo. O zinco na maioria dos grupos ficou entre os trés metais com maiores
concentragdes no testiculo e se manteve como um dos metais mais bioacumulados, o que pode
estar relacionado com o fato do zinco ser um dos mais importantes elementos traco para o

crescimento dos animais, sendo o metal mais utilizado como cofator enzimatico, além de
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participar de vias metabdlicas que envolvem a sintese de proteinas e o metabolismo de
carboidratos, lipidios e dcido nucleicos assim como da divisdo celular, expressdo genética e
outros processos bioldgicos fundamentais. No entanto, o zinco se torna téxico quando em

concentracoes elevadas (EISLER, 1993; SUN, 2005).

4.4 Biometria Corporal e Gonadal

Os dados biométricos do corpo e gbénadas das espécies analisadas se encontram no
Grafico 5. Embora tenha sido encontrada variacdo no tamanho dos animais e nas gonadas
(Figura e Gréfico 1), todos os peixes coletados eram adultos, o que foi certificado pelas andlises
macro e microscopica dos testiculos. De acordo com Bazzoli (2003), testiculos maduros de
teledsteos mostram coloragdo branca leitosa e, histologicamente, apresentam cistos com células
da linhagem germinativas em diferentes fases de desenvolvimento, o que foi observado nos
peixes analisados. As espécies do grupo TRD e CRD apresentaram peso corporal

significantemente superior. O grupo TRD também apresentou comprimento padrdo e gonadal.

Apesar do grupo TRD apresentar peso gonadal superior ao grupo TRP, seu IGS foi
menor. O grupo CRD, também apresentou IGS reduzidos em relagdo ao CRP (Grifico 1A e C).
O IGS representa a porcentagem do peso corporal alocado nas gonadas (KENAGY,
TROMBULAK, 1986). Estudos mostram que o peso do testiculo estd diretamente relacionado
com a producdo espermdtica didria e a reserva espermatica (BATH, CHAUDHARI, 2002;
FRANCA, RUSSELL, 1998). A reduc@o do IGS nos grupos do rio doce pode ser reflexo de
danos morfoldgicos ao tecido e da diminui¢do na formagdo ou armazenamento de fluidos

testiculares (CRUMP, TRUDEAU, 2009).

4.5 Histologia do Testiculo

A composicdo testicular das espécies analisadas estd ilustrada no Gréfico 6. Foi
observado no grupo TRD uma menor porcentagem de limen com espermatozoides (Grafico
6C). Mousa (1999) relacionou a diminui¢do da atividade do eixo hipofisal-gonodal com a
diminui¢do do volume de espermatozoides em tildpias expostas a chumbo (0,004 ml/L), este
metal pesado foi encontrado apenas no grupo TRD. O zinco, em concentragdes toxicas, também
ja foi associado com a indug@o a apoptose de células germinativas e subsequente reducdo na
quantidade de espermatozoides vidveis (SANTOS, 2015). Assim, € possivel inferir que a

reducdo de espermatozoides presentes no limen nesse grupo, pode ser devido a acdo toxica do
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chumbo, que em sinergia com outros metais pesados, como o zinco, presentes nas gonadas, leva
a alteragdes no tecido testicular e em atividades neurais relacionadas ao 6rgdo reprodutor

masculino.

O grupo CRD apresentou menor porcentagem de cistos e intertibulo, quando
comparado ao grupo CRP. No grupo TRP também se observou menor porcentagem de cisto e
intertibulo, quando este foi comparado ao grupo TRD (Gréficos 6A e B). Um estudo com
Astyanax aff. bimaculatus exposto a concentracdes entre 5-20 mg/L™! de zinco demonstrou
reduc@o no ndmero de cistos e intertibulo (CONDESSA, 2009). Em ambos os grupos o fator
de bioacumulacdo de metais pesado no testiculo através da dgua e sedimento, foi maior para o
metal zinco. Sendo possivel evidenciar a acdo toxica deste metal pesado para a constituicdao
testicular. O zinco em concentracOes determinadas € considerado essencial para o
desenvolvimento do organismo, o que promove uma maior afinidade do organismo a
incorporagdo deste metal, contudo, quando passa a ser bioacumulado em tecidos, pode vir a

provocar tais alteracdes na morfologia e fisiologia (SUN, 2005).

Os estadios celulares dos cistos testiculares e seus parametros estdo ilustrados no
Grafico 7. O grupo TRD e o CRD apresentaram maior didmetro nuclear, no grupo TRD também
se observou menor drea de cisto, assim, como em CRP. Alguns estudos demonstram estas
mesmas alteracdoes morfologicas em testiculos de peixes expostos a combinac¢do de uma série
de metais pesados, em concentracdes dentro do estabelecidos pela legislacdo brasileira. Garriz
et al (2018) ao expor Odontesthes bonariensis a uma mistura dos metais cddmio (0.23 (g/L),
cromo (4.28 fg/L), cobre (22.09 (g/L) e zinco (210.76 (g/L), observaram reduc¢do na drea dos
cistos espermdticos. Essa reducdo foi relatada também por Vergilio et al (2015) ao expor
Gymnotus carapo a concentragdes crescentes de 5—40 (M de cddmio. A concentragao do
cadmio no rio Doce e Piranga foi 26 vezes maior e a do cobre (RD: 21 fg/L e RP: 22 (g/L)

esteve semelhante com a do estudo de Garriz et al (2018).

O grupo CRD apresentou maior nimero de células presentes no cisto, quando
comparados ao grupo CRP. Tal observacao também foi encontrada em Oreochromis miloticus,
ap0s ser exposta a 70.32 e 143.78 pg/L (LUO et al, 2015) e Xiphophorus helleri a 100 e 500
pg/L (YON et a.l, 2015) ao cddmio. Essa resposta € associada a um aumento da transcricao de
genes relacionados a replicagdo de células germinativas em animais expostos ao cddmio
(GARRIZ, 2018). O grupo CRD foi exposto a concentragdes menores de cddmio na dgua (6
pg/L) e sedimento (55 pg/L).
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Assim, pode-se inferir que nio € necessdrio expor os animais a grandes concentragdes
metal pesado para provocar alteracoes em sua morfologia. Além, desses metais pesados ndo
serem encontrados sozinhos, € de conhecimento que a interacdo entre diferentes metais pesados
pode ocasionar magnificacdo dos danos morfolégicos (SANTOS, 2015). Muitas dessas
concentracoes de metais pesados estdo dentro do permitido pela legislacdo brasileira.
Demonstrando que os valores de referéncia estabelecidos pela legislacdo brasileira ndo sdo
considerados seguros para ictiofauna, podendo provocar alteragdes morfoldgicas que impactam
em seu sucesso reprodutivo e consequentemente na manutencdo da populagdo no meio

ambiente.

As patologias observadas nos testiculos das espécies analisadas estdo apresentadas no
Grafico 8. Todos os quatros grupos avaliados apresentaram diferenga significativa entre a
porcentagem de cistos normais e patologicos. Sendo que os cistos patoldgicos se mostraram

aumentados em comparagao com 0s Cistos normais.

O grupo CRD apresentou porcentagem significativamente maior para as patologias
deslocamento da parede do cisto, ruptura de cisto e grupamento celular. A presenca de
agrupamentos celulares demonstra alteracdes durante o processo de divisao celular (SANTOS
et al, 2015). Santos et al (2015) ao expor Astyanax aff. bimaculatus a concentragdes de 10, 15
e 20 mg/L de zinco também observou essas patologias. A maior concentracao de zinco (128.959
ng/Kg) nas gonadas, sendo quase 3 vezes a cima da permitida pela legislacdo, foi detectada

justamente nos animais do grupo CRD.

Os grupos TRD e CRP mostraram ter mais células em degeneracdo, patologia essa de
nivel III. Esses mesmos grupos tiveram ocorréncia de vacuolizacdo nas células germinativas
(Graficos 8H e D; Figuras 2A, B e D). A vacuolizagdo em estdgios mais avangados indica que
as células estdo em processo de necrose, se tornando assim células degeneradas que irdo sofrer
autofagia (SANTOS et al, 2015; VERGILIO et al, 2015). Nicleos picnéticos ndo foram

observados em nenhum dos grupos.

4.6 Viabilidade celular

O Gréfico 9 apresenta os dados de viabilidade celular. Por meio da andlise de

viabilidade celular foi observada a presenca apenas de células amarelas, indicando o inicio de
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danos ao DNA nas células germinativas. No grupo CRD observou-se maior area ocupada pela

coloragdo em amarelo nas células germinativas, quando comparado ao CRP.

Um estudo que analisou células germinativas por meio de microscopia de transmissao
revelou danos ao DNA dessas células, apds serem expostas a S uM de cddmio. Os danos foram
se tornando mais acentuados com o aumento das doses para 20 e 40 uM (VERGILIO et al,
2015). Alteragdes nucleares em células germinativas podem indicar morte por apoptose, sendo
que a inducao de apoptose em testiculos é um evento conhecido apds a exposicdo a diferentes
poluentes inorganicos, como metais pesados. A célula tenta manter a homeostasia em condigdes
normais de crescimento e preservar a viabilidade em condic¢des estressantes (BRECH et al.,

2009; DEGENHARDT et al., 2009; LOZY, KARANTZA, 2012; TSUCHIHARA et al, 2009).
4.7 Status Oxidativo

O Grifico 10 apresenta os dados de do status oxidativo. Foi observado no grupo CRP,
maiores concentragdes de biomarcadores de estresse oxidativo, MDA e NO, e da enzima de
primeira linha, CAT. E sabido que poluentes inorgénicos, como metais pesados, podem levar a
um aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs). Dentre os metais pesados, os que
causam maior preocupacdo na inducdo do estresse oxidativo sdo o mercurio e o caddmio.
Elementos estes que foram encontrados em maior concentracdo nos grupos do rio Piranga
(Griéficos 51 e F). Quando os organismos estdo expostos a esses metais, a produ¢ao das EROs
ultrapassa a capacidade de neutralizacdo pelas defesas antioxidantes dos organismos, levando
ao estresse oxidativo (ERCAL et al., 2001; STOHS, BAGCHI, 1995; VAN DER OOST et al.,
2003). O céddmio é capaz de induzir o estresse oxidativo pela ligacdo a grupos sulfidrilas de
proteinas e pela diminui¢do da concentracdo da glutationa (VALKO et al., 2005). E o mercurio
apresenta alta afinidade pela glutationa reduzida (GSH), uma vez ligado a GSH este elemento
pode deixar a célula e depositar-se em outros 6rgaos ou tecidos (LORSCHIEDER et al., 1995;
JOZEFCZAK et al., 2012).

Assim como o presente estudo, outras pesquisas demonstraram aumento nas EROs e
nas atividades das enzimas de defesa, apos a exposi¢cdo a poluentes inorginicos. No sistema
reprodutor masculino as EROs podem causar uma série de disfungdes que levam a infertilidade
(REDDY et al., 2011). Nos espermatozoides, concentracdes adequadas das EROs sdo
necessdrias para a capacitagdo, motilidade e fertilidade, entretanto, em desequilibrio gera perda
da motilidade e disfun¢do das organelas (FALLAHI et al., 2015). Ibrahim et al (2019) encontrou

aumento significativo de MDA e NO nos testiculos de Clarias gariepinus expostos a diferentes
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doses de merctrio, 0,04 € 0,012 ppm, além de reducao no nimero de espermatozoides. O MDA
€ usado para avaliar a peroxidagdo lipidica — LPO (STOREY, 1996) e o aumento da LPO pela
geracdo de EROs pode levar a danos significativos & membrana espermadtica, diminui¢cdo da
motilidade espermaética, necrose e apoptose celular JEZEK, HLAVATA, 2005; KAUR et al.,
2006; KISTANOVA et al., 2009). O NO é uma molécula de sinalizagdo critica envolvida na
resposta de processos inflamatdérios (MORALES et al., 2006; RAMYAA et al., 2013).

5 CONCLUSAO

A partir das andlises realizadas neste estudo é possivel concluir que os rios Doce e
Piranga se encontram em situa¢des semelhantes, quanto a presenca de metais pesados. Entre as
duas espécies estudadas, tildpia, espécie exoética, e card, espécies nativa, dos rios Doce e
Piranga, foi possivel avaliar o cara foi a espécie que mais sofreu com a contaminac¢do dos rios.
Ainda, entre os dois rios, o card do rio Doce foi o que mais se mostrou afetado pelos metais
pesados, tento concentragdes mais altas de metais pesados em suas gonadas e ocorréncia de
mais cistos patoldgicos, principalmente de niveis I e II, além de uma maior porcentagem de
células com danos ao DNA. Quanto a tildpia, o grupo do rio Doce também se mostrou mais
afetado que do rio Piranga, cistos patolégicos foram mais frequentes nesse grupo,

principalmente do tipo III, além de mais células com danos ao DNA.

A comparacdo entre 0s rios nos permitiu constatar que os maiores danos ocorreram a
ictiofauna do Rio Doce, que além de possuir contaminacao historica, foi diretamente impactado
pelo rompimento da barragem em Mariana-MG, cuja lama foi fonte direta e indireta de
contaminantes, a curto e longo prazo, com efeitos que repercutem até a atualidade sobre a saide
e reproducdo dos peixes. Tendo em vista que as concentragdes de metais na dgua/ sedimento
nao refletiram o bioacimulo e danos ao testiculo dos peixes, faz-se necessaria a revisao dos
valores de referéncia estabelecidos pela legislacdo, de modo a prevenir os impactos na

proliferacdo e perpetuacdo das espécies, especialmente do card que se trata de espécie nativa.
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ANEXO I - TABELAS

Tabela 1: Biometria corporal de machos de Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga coletados trés anos apds rompimento da barragem de Mariana-MG.

Mediana 25% 75 %

TRD TRP  CRD CRP | TRD TRP CRD CRP | TRD TRP CRD  CRP

PA (» 748A 86 86A 64 608 61 67 55 949 137 106 76

CT (em) 33A 17 17 16 3,6 1530 155 14,8 365 1995 188 17

CP (em) 26,5A 14 13,7 12,6 26 1238 122 12 30 1643 143 14

PO ) 0,51A 0,16 0,14 0,19 0,37 0,13 0,12 0,16 0,78 0,16 0,23 0,23

CO (em) 8,75A 4,20 3 3,6 7,98 3,70 2.8 2,5 9,35 6 3,3 4,1

IGS % 0,08A 0,14  017A 029 0,04 0,09 0,15 0,26 0,10 0,19 0,32 0,32
goﬁ(‘)’(‘l‘;‘l";ﬁ‘z‘vtg L | 3196 2963 2237 2466 | 3015 2741 2063 1885 | 3501 3500 2429 33,04

Legenda: TRD: Tilédpia Rio Doce; TRP: Tildpia Rio Piranga; CRD: Card Rio Doce; CRP: Caré Rio Piranga; PA: Peso animal; CT: Comprimento total; CP: Comprimento padrdo; PO: Peso do
orgdo; CO: Comprimento do 6rgéo; IGS: Indice Gonadossomatico; IGS comp: Indice Gonadossomatico do comprimento. Letra “a” indica diferencas entre espécies do mesmo rio e letra “A”
indica diferenca entre as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05.
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Tabela 2: Parametros de qualidade da dgua do rio Doce e Piranga trés anos apds o rompimento da barragem de Mariana - MG

Mediana 25% 75 %
RD RP RD RP RD RP
pH 7,86 7,83 7,84 7,83 8,25 7,92
Temperatura (°C) 30 27 29 27 30 28
Oxigénio Dissolvido (mg) 1,89 1,89 1,84 1,57 2,05 2,09

Legenda: RD: rio Doce; RP: rio Piranga.

Nao houve diferenca entre os rios Doce e Piranga pelo teste de Mann Whitney, p<0.05
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Tabela 3: Concentracido de metais pesados (mg/L) na dgua dos rios Doce e Piranga trés anos apds rompimento da barragem de Mariana-MG, valores da série histérica e do

IGAM.
Mediana 25% 75%

RD RP RD RP RD RP SH* IGAM*
Fe 1,093 0,908 1,009 0,895 1,187 0,960 0.004 0.004
Al 0,166 0,045 0,13 0,042 0,187 0,045 0.0751 0.0793
Mn 0,001 0,008 0 0,004 0,005 0,010 0.149 0.393
Zn 0,008 0,007 0,008 0,007 0,008 0,007 0.2 0.2
Pb 0,004 0,006 0,003 0,005 0,007 0,007 0.04 0.04
Cd 0,006 0,006 0,005 0,002 0,009 0,008 0.0005 0.0005
Cu 0,021 0,022 0,019 0,021 0,023 0,022 0.005 0.005
Cr 0,000 0,000 0 0,000 0,000 0,000 0.1 0.057

Legenda: RD: rio Doce; RP: rio Piranga. SH: Série histérica (janeiro/2010 a outubro/2015). IGAM: Instituto Mineiro de Gestdo de Aguas (janeiro, 2019). No houve diferenga entre os rios Doce

e Piranga pelo teste de Mann Whitney, p<0.05. *Dados expressos em mediana.
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Tabela 4: Concentracdo de metais pesados (mg/L) no sedimento dos rios Doce e Piranga trés anos apds rompimento da barragem de Mariana-MG, valores encontrados pelo
IGAM e concentracdes de referéncia

Mediana 25% 75%

RD RP RD RP RD RP VMP1 VMP2 IGAM*
Al 34,33 16,26 22 13,75 59,38 24,31 0,0452+ 25
Mn 5,041 2,442 4,652 1,94 5,196 2,645 0,0033+ 0.0001
Zn 0,749 0,552 0,713 0,444 1,337 0,627 123 315 48
Pb 0,041 0,051 0,068 0,024 0,085 0,061 35 91,3 42
Ni 0,51 0,366 0,445 0,289 0,728 0,427 18 35,9 1
Cd 0,055 0,061 0,05 0,045 0,064 0,068 0,6 3,5 15
Cu 0,349 0,275 0.287 0,242 0,547 0,281 35,7 197 7.41
Cr 0,758 0,512 0,749 0,484 0,897 0,527 37,3 90 17

Legenda: RD: rio Doce; RP: rio Piranga. IGAM: Instituto Mineiro de Gestdo de Aguas (janeiro, 2019). VMP1 - limiar abaixo do qual hi menor probabilidade de efeitos adversos a biota; VMP2 -
limiar acima do qual hd maior probabilidade de efeitos adversos a biota, estabelecido pelo CONAMA 457/12. +Concentragdes determinadas por COSTA, 2015. Nao houve diferenga entre os rios

Doce e Piranga pelo teste de Mann Whitney, p>0.05. *Dados expressos em mediana.
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Tabela 5: Concentracido de metais pesados (ug/kg) em testiculo de Tildpia do Nilo e Cara rios Doce e Piranga trés anos ap6s rompimento da barragem de Mariana-MG e o
valor maximo permitido pela legislacao.

Mediana 25% 75%

TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP VMP
Fe | 502.077 697.093 1.476.000a 1.725.000a |473.197 172.206 872.071 1.206.000 |518.538 986.228 2.077.000 2.398.000 -
Mn | 7.489 20.596 15.632 14.380 5.305 2.544 7.348 12.438 18.603  86.003  275.51 16.561 -
Zn 7.661 91 128.959 83.952 40.935 25.087  70.451 53.788 |105.425 156.035 224.949 94.375 50000*
Pb 13,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4074 0,0 0,0 0,0 300%*
Ni 372,6 60,2 1.174 691,5 272,1 0,0 489 403,2 895,1 1.464 3.028 1.196 5000*
Cd 83.38 263,20 213.7a 272.5 72,46 44,75 151,5 208,1 93,83 358,50 366,3 320,9 50%%*
Cu [212.802A  38.158 128,35 15.764 115.154 19518 18,81 13.145 |236.316 76330 871,92 18.346 | 30000**
Cr 742.8 3.614 4.052a 3.750 636,9 805,6 2.881 3.250 1.368 6.124 8.818 4.794 100*
Hg 118A 12.303 2.512A 34.521a 1.075 2.239 1.496 15.225 1.937  22.324 4.162 37.652 500%*
Co | 3.568A 1.538 2.735 830,9 2.535 581,5 1.123 749,3 3.943 2.031 7.551 950,7 -

Legenda: TRD: Tildpia Rio Doce; TRP: Tildpia Rio Piranga. CRD:

Cara Rio Doce; CRP: Card Rio Piranga. VMP: Valor maximo permitido. *Decreto 55871/65. **Resolucdo 42/2013 da
ANVISA.. Letra “a” indica diferencas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenga entre as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05. Valores
sublinhados indica que estdo acima do VMP.
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Tabela 6: Constituicio do tecido testicular e densidade de espermatozoides de Tildpia do Nilo e Card dos rios Doce e Piranga trés anos ap6s o rompimento da barragem de Mariana-

MG.
Constituicao tecidual Mediana 25% 5%
(%) TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP
Cisto 6,21A 5,68 5,73A 6,27 5,63 4,58 4,22 5,40 7,1 7 6,96 7,06
Limen com sz 0,55A 2,79 2,79 2,25 0,3 1,3 1,3 1,3 0,79 5,01 5,01 5,01
Intertibulo 2,4A 1,69 0,77A 1,2 1,43 0,79 0,51 0,77 3,35 2,51 1,2 1,3
Tabulo/ Intertibulo 2,62A 4,51 11,42A 8,78 1,75 29 8,54 6,67 3,77 9,09 16,77 11,82

Legenda: TRD: Tilapia Rio Doce; TRP: Tilapia Rio Piranga; CRD: Cara Rio Doce; CRP: Cara Rio Piranga. Letra “a” indica diferengas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenca entre
as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05.
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Tabela 7: Medidas dos cistos espermdticos em cada estagio celular de Tildpia do Nilo e Card dos rios Doce e Piranga trés anos apds o
rompimento da barragem de Mariana-MG.

Mediana 25% 75 %
TRD TRP CRD CRP |[TRD TRP CRD CRP|TRD TRP CRD CRP
Espermatogonia 1
Diametro 1275A 1156 426A 4,02 |[11,57 10,11 3,82 3,56 | 14,05 12775 4,67 4.41
nuclear
Espermatogonia 2
Células — no 4 3 6a 6a 3 3 4 4 7 6 10 9
cisto
Diametro 10,08A 9726 35 341 (901 835 3,09 3,09 |1144 1021 387 3.87
nuclear
Areadocisto | 2394 A 5961 1063 A 6634 | 1756 4494  719.8 465,7|3291 8463 1718 1052
Espermatocito primario
Células — mo |, 5 10 26 A 18 8 7 1825 11 | 15 14 40 26
cisto
Diametro 7,12 7,01 2,74 278 | 621 626 244 256|821 778 3,04 3,07
nuclear
Areadocisto | 5041 A 14954 3896 A 1705 |3705 10915 2606 1073 | 6594 20921 5436 2459
Espermatocito secundario
Celulas no s 14 18,5 18 9 10 12 11 | 23 19 265 27
cisto
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Diametro 473 446 206 215 389 377 1,78 187 (532 51 236 24

nuclear
Area 5201 A 15209 2307 A 1401 |3284 11031 1609 8324|6604 20475 3319 2143
Espermatide inicial
Cel“li‘fsto no | 575 27 47 A 40 1825 1575 355 25 | 34 375 655 57
Diametro 3,09 3,07 1.I6A 131 | 276 281 106 12 [353 331 127 142
nuclear

Areadocisto | 4281 A 16543 2929 A 1492 [3307 10732 2112 1034 | 5628 22373 3971 2165

Espermatide inicial

Células — mo |, 14 33 32 | 10 9 19 21 | 26 22 495 50
cisto

Diametro 2,49 2,56 0,93 A 1,1 |225 2,36 0,8 0,98 | 2,78 2,84 1,08 1,25
nuclear

Areadocisto | 2212 A 4986 1300 A 8472 | 1114 3249  787,1 555,8| 3227 8574 1716 1224

Legenda: TRD: Tildpia Rio Doce; TRP: Tildpia Rio Piranga; CRD: Card Rio Doce; CRP: Card Rio Piranga. Letras iguais representam diferenca estatistica
pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05. Letra “a” indica diferengas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenca entre as mesmas espécies de rio
diferente.

Tabela 8: Porcentagem de cistos normais e patoldgicos em Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga coletados trés anos apds rompimento da barragem de Mariana-MG.

% TRD TRP CRD CRP
Normal 11,67a 35,33a 13a 12,33a
Patolégico 88,33 64,67 87 87,67

Legenda: TRD: Tilapia Rio Doce; TRP: Tilapia Rio Piranga; CRD: Cara Rio Doce; CRP: Cara Rio Piranga. Letra “a” indica diferencgas entre normal e patolégico do mesmo grupo pelo teste de
Mann Whitney, p < 0.05. Dados expressos em porcentagem.
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Tabela 9: Frequéncia de ocorréncia de patologias no testiculo de Tildpia do Nilo e Cara dos rios Doce e Piranga, trés anos apds o rompimento da barragem de Mariana-MG.

Mediana 25% 75%
TRD TRP CRD CRP | TRD TRP CRD CRP TRD TRP CRD CRP
Deslocamento da parededo | 5 53 533 g7 1 0,66 2 1 033 | 783 8 3,66 35
tubulo
Des"’came“ctg t‘(i)a parede do 4 4 16a 833 | 2,66 1,66 883 45 4,16 6,66 26,17 1333
Vacuolizacio 64 64 66 60 45 49 62 45,67 68 80 78 69
Agrupamento celular 1,3A 0,3 8,7Aa 0,7 1 0 3,3 0 2,2 1,2 18 4,7
Nucleo Picnético 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ruptura de cisto 2,33 0 14a 6a 1,5 0 7,83 3 7 3,5 17,17 12,83
Ruptura do tubulo 2,0 0 2,33 1,33a 0,3 0 1,5 0,83 11,2 0 3,5 5,16
Degeneracao do cisto 14,7A 0 5,67 6a 6,2 0 2,66 1,67 31,3 0 9,5 27,17
Desorganizacao do cisto 0 0 0,33Aa 0 0 0 0,16 0 0 0 0,67 0
Desorganizacio do Tdbulo 0 0 0 1,5 0 0 0 0 0 1 0 1,5

Legenda: TRD: Tilapia Rio Doce; TRP: Tilapia Rio Piranga; CRD: Cara Rio Doce; CRP: Cara Rio Piranga. Letra “a” indica diferengas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenca
entre as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05.

93




Tabela 10:Viabilidade celular do testiculo de Tildpia do Nilo e Cara dos rio Doce e Piranga trés anos apds o rompimento da barragem de Mariana-MG.

Mediana

25%

TRP

CRD

Amarelo

Vermelho

0,69

0,0

2,69A

75%
CRD CRP
9,05 1,58
0,0 0,0

Legenda: TRD: Tilapia Rio Doce; TRP: Tilapia Rio Piranga; CRD: Cara Rio Doce; CRP: Cara Rio Piranga. Letra “a” indica diferengas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenca

entre as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney, p < 0.05.
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Tabela 11: Atividade de enzimas antioxidantes e concentragdo de produtos de oxidagao em testiculo de Tildpia do Nilo e Cara coletados nos rios Doce e Piranga trés anos apds
rompimento da barragem de Mariana-MG.

Mediana 25% 75 %
TRD  TRP CRD CRP | TRD TRP CRD CRP | TRD TRP CRD  CRP
CAT 50904 5035  4582A  796.6a | 4139 3997 1315 5134 | 6119 6881  567.6 1015
(UCAT/mg de pt)
SOD
s 1.8 2.07 1.7 1.82 131 1,735 12 143 | 222 2485 1.97 3.473
GST 2.12A 1215 0.83a 0.99 156 09875 0615 046 | 281 1425 1758 1458
(umol/min/g)
MDA 0.28 0,33 048A  0705a | 0723 0.21 03725 0525 | 061 055 07325 0094
(UMDA/mg de pt)
(1:11\(4)) 5.13 8.25 3.85A 9,635 3,55 4785 2.07 432 | 741 1344 632 12,18

Legenda:TRD: Tilépia'Rio Doce; TRP: Tildpia Rio Piranga; CRD: Caré Rio Doce; CRP: Card Rio Piranga; CAT: Catalase; SOD: Super 6xido dismutase; GST: Glutationa S-transferase; MDA:
Malondialdeido; NO: Oxido nitrico. Letra “a” indica diferencas entre espécies do mesmo rio e letra “A” indica diferenca entre as mesmas espécies de rio diferente pelo teste de Mann Whitney,
p <0.05.
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