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RESUMO

Uma das formas de contencao dos rejeitos em atividades mineradoras € a utilizagéo
de barragens de contencédo. O rompimento da barragem de Fundéao, localizada no
distrito de Bento Rodrigues, em Mariana/MG, gerou grandes danos, principalmente,
na biota aquatica. Estima-se que 43-60 milhdes m3 de rejeitos de minério atingiram a
bacia do rio Doce, contaminando mais de 600 km carreados pelo rio Doce em direcao
ao mar. A foz do rio Doce e areas costeiras adjacentes foram afetadas pela
incorporacao de diversos metais acima das concentragdes permitidas, principalmente
de ferro, cromo, manganés, mercurio e cadmio. O monitoramento ambiental utilizando
biomarcadores traz bons resultados, pois fornecem respostas as situacfes de
contaminacdo. Os peixes sao excelentes biomonitores de contaminacées no ambiente
aquatico, por ocuparem o topo da cadeia alimentar, apontando respostas de efeitos
cumulativos e persistentes. Diante disso, este estudo analisou as alteracbes
histopatolégicas nas branquias e figados, 6rgaos vitais dos peixes, das espécies de
peixes do género Cynoscion coletados na regido costeira adjacente a foz do rio Doce
apos o rompimento da barragem de Fund&o. Nesse sentido, o estudo desses 6rgéos
fornece informacBes sobre as mudancas ambientais e respostas biologicas que
podem representar riscos para populacdes, comunidades e ecossistemas. As
amostras foram coletadas na area marinha adjacente a foz do Rio Doce. Os pontos
de coleta neste estudo foram agrupados em trés regides, com base na proximidade
em relacao a foz, todos localizados na Vila de Regéncia, Linhares-ES. Estas regides
incluem a &rea central proxima a boca da foz do rio Doce - ponto 1; a regido ao norte
da foz - ponto 2; e a regido ao sul da foz - ponto 3. O clima desta area € tropical umido,
com chuvas predominantes no verao/primavera e periodo seco no inverno/outono. Os
peixes foram encontrados com auxilio de tarrafas, os exemplares foram anestesiados
com benzocaina (1% em agua) e, em seguida, dissecados, os érgaos (branquias e
figados) imersos em solucéo fixadora. Posteriormente, os fragmentos dos tecidos
foram desidratados em concentra¢cdes crescentes de alcool , diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. O material foi seccionado em micrétomo rotativo na espessura
de 5 um e as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Os resultados
sugerem uma variabilidade espacial e temporal nas les6es das branquias dos peixes,
principalmente durante a estacdo chuvosa, enquanto as lesfes hepaticas nao
apresentam diferencas espaciais significativas, mas mostraram variacdes temporais
em determinados pontos de coleta durante a estacdo seca. As alteracbes
histopatolégicas neste estudo foram semelhantes entre as estacdes. As lesées mais
frequentes nas branquias foram: elevacéo do epitélio, hipertrofia, atrofia das lamelas
secundarias, hiperplasia com fusdo das lamelas secundarias e deslocamento da
lamela priméaria. Ja no figado foram: hipertrofia, necrose, hemorragia, alteracdes
nucleares e alteracdes citoplasmaticas. As analises realizadas fornecem diretrizes
importantes para a implementacdo de medidas de protecdo e reabilitacdo da vida
aguatica na area adjacente a foz do rio Doce.

Palavras-chave: Biomarcador. Contamina¢do aquatica. Morfologia. Pescadinha.



ABSTRACT

One of the ways to contain tailings in mining activities is the use of containment dams.
The collapse of the Fundédo dam, located in the district of Bento Rodrigues, in
Mariana/MG, caused major damage, mainly to the aquatic biota. It is estimated that
43-60 million m3 of ore tailings reached the Doce River basin, contaminating more than
600 km carried by the Doce River towards the sea. The mouth of the Doce River and
adjacent coastal areas were affected by the incorporation of several metals above
permitted concentrations, mainly iron, chromium, manganese, mercury and cadmium.
Environmental monitoring using biomarkers brings good results, as they provide
responses to contamination situations. Fish are excellent biomonitors of contamination
in the aquatic environment, as they occupy the top of the food chain, indicating
responses with cumulative and persistent effects. Therefore, this study analyzed the
histopathological changes in the gills and livers, vital organs of fish, of fish species of
the genus Cynoscion collected in the coastal region adjacent to the mouth of the Doce
River after the collapse of the Funddo dam. In this sense, the study of these bodies
provides information about environmental changes and biological responses that may
pose risks to populations, communities and ecosystems. The samples were collected
in the marine area adjacent to the mouth of the Rio Doce. The collection points in this
study were grouped into three regions, based on their proximity to the mouth, all
located in Vila de Regéncia, Linhares-ES. These regions include the central area close
to the mouth of the Doce River - point 1; the region north of the mouth - point 2; and
the region south of the mouth - point 3. The climate in this area is humid tropical, with
predominant rain in summer/spring and a dry period in winter/autumn. The fish were
found with the aid of nets, the specimens were anesthetized with benzocaine (1% in
water) and then dissected, the organs (gills and livers) immersed in a fixative solution.
Subsequently, tissue fragments were dehydrated in increasing concentrations of
alcohol, cleared in xylene and embedded in paraffin. The material was sectioned on a
rotating microtome at a thickness of 5 um and the slides were stained with Hematoxylin
and Eosin (HE). The results suggest spatial and temporal variability in fish gill lesions,
mainly during the rainy season, while liver lesions do not present significant spatial
differences, but showed temporal variations in certain collection points during the dry
season. Histopathological changes in this study were similar between seasons. The
most frequent lesions in the gills were: elevation of the epithelium, hypertrophy, atrophy
of the secondary lamellae, hyperplasia with fusion of the secondary lamellae and
displacement of the primary lamella. In the liver, they were: hypertrophy, necrosis,
hemorrhage, nuclear changes and cytoplasmic changes. The analyzes carried out
provide important guidelines for implementing measures to protect and rehabilitate
aqguatic life in the area adjacent to the mouth of the Doce River.

Keywords: Biomarker. Aquatic contamination. Morphology. Fishing.



1. INTRODUGCAO GERAL

1.1.FOZ DO RIO DOCE
O Rio Doce com cerca de 875 km de extenséo, que desemboca no oceano
Atlantico, € uma via fluvial de notavel importancia geografica, estendendo-se por uma
grande area, a qual inclui o estado do Espirito Santo (ANA, 2001). A foz do rio Doce,
localizada no municipio de Linhares, Espirito Santo, é uma regido de grande
relevancia ecoldgica devido a sua notavel variedade de ecossistemas (ALBINO, 1999;
PINHEIROS, 2014).

Esta area abriga uma interconexdo de paisagens naturais que englobam
manguezais (que desempenham um papel fundamental na estabiliza¢do da costa, na
protecdo contra tempestades e na filtragem de nutrientes que fluem do rio para o
oceano), estuarios e zonas de reproducdo de inUmeras espécies de peixes,
contribuindo para a sua classificacdo como um ambiente fundamental para a vida
aquatica e a biodiversidade local (IPEMA, 2009).

A desembocadura do rio Doce possui caracteristicas peculiares, incluindo a
formacdo de um submarino delta e um estuario que se estende sobre uma éarea
marinha adjacente, sem a presenca de manguezais na sua parte interna (ALBINO
1999; IPEMA, 2009). A influéncia da 4gua do mar néo é significativa devido a intensa
vazéao do rio (IPEMA, 2009). A deltaica do rio Doce se destaca ndo apenas pela grande
guantidade de sedimentos que transporta, mas também pela sua capacidade de
bloquear a deposicdo de sedimentos pela corrente costeira, resultando na
acumulacdo de sedimentos em sua foz (ALBINO,1999). As praias da regido sao
ocedanicas, compostas por areia, e sdo especificas por serem abertas, com ondas
fortes e uma zona de arrebentagdo notavel na frente da desembocadura do rio, onde
ocorrem ondas altas e bancos de areia submersos, alguns dos quais ficam expostos
durante maré baixa (ALBINO,1999).

Por conta de sua caracterizacdo, a foz sustenta estoques pesqueiros de
elevada importancia econdémica e social, sendo aproveitada tanto pela pesca
artesanal e de pequena escala realizada pelas comunidades locais, quanto por frotas
industriais originérias de diversas regides do Estado, bem como do sul e sudeste do
Brasil (IPEMA, 2009; LIMA, 2015).



No entanto, a regido da foz do Rio Doce sofreu um grave impacto em
novembro de 2015 devido ao rompimento da barragem de Fundao, localizada em
Mariana, Minas Gerais. Esse desastre resultou na liberacdo de uma grande
quantidade de rejeitos de mineracédo, incluindo lama téxica e sedimentos, que se
espalharam ao longo do Rio Doce até atingir o oceano Atlantico (BORGES, 2018). O
rompimento da barragem causou danos significativos, principalmente a vida aquatica.
ApoOs o desastre, os niveis de metais como ferro, chumbo, cobre e cromo na agua da
bacia excederam os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira (CARVALHO et al.
2017). Na foz do rio Doce, ferro, cromo, manganés, mercurio e cadmio foram
encontrados em concentragcdes acima dos padrfes permitidos pela legislacao
Brasileira (GABRIEL et al., 2020). Além disso, o0 desastre causou impactos
socioecondmicos significativos nas comunidades locais que dependem da pesca e
dos recursos naturais da regiao (POLIGNANO; LEMOS, 2020).

ApoOs o desastre, houve esforcos para restaurar e recuperar a area afetada,
incluindo acfes para minimizar 0os impactos ambientais, promover a recuperacéo dos
ecossistemas e auxiliar as comunidades afetadas. No entanto, a restauragdo completa
desses ecossistemas pode levar muitos anos, e os danos causados pelo rompimento
da barragem destacam a importancia da protecdo e da gestdo sustentavel dos

recursos naturais em areas sensiveis como a foz do rio Doce (BORGES, 2018).

1.2.POLUICAO DE RECURSOS AQUATICOS POR METAIS
A extracdo mineral € um setor produtivo fundamental para a economia nacional
do Brasil. O pais possui vastas reservas de minérios, incluindo minério de ferro,
bauxita, aluminio, cobre, niobio e outros. Esses recursos minerais desempenham um
papel crucial na geracdo de empregos, na arrecadacao de impostos e no fornecimento
de matérias-primas para diversas industrias, como a siderurgica e a de construcao
civil. A mineracdo é uma das principais fontes de exportacdo do Brasil, contribuindo

significativamente para a balanca comercial do pais (ARAUJO et al., 2014).

Uma parte essencial da industria de mineracédo € a construcéo e operacao de
barragens de rejeitos. As barragens de rejeitos sdo estruturas projetadas para conter
e armazenar os residuos resultantes do processo de extracdo e beneficiamento de
minérios (MACHADO, 2007; MELLO & PIASENTIN, 2011). Esses rejeitos,
frequentemente, contém substancias toxicas, como metais em altas concentracdes

(ferro, chumbo, mercurio, entre outros) e compostos quimicos organicos utilizados no
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processo de beneficiamento. O propdsito das barragens de rejeitos € separar e dispor
adequadamente esses residuos, reduzindo os impactos ambientais e garantindo a

seguranca das comunidades circunvizinhas (PINTO- COELHO, 2015).

Em novembro de 2015, ocorreu um desastre ambiental de grande magnitude
relacionado a uma barragem de rejeitos no Brasil. Este desastre teve como epicentro
a barragem de Fundao, pertencente a mineradora Samarco, uma joint venture entre a
Vale e a BHP Billiton. A barragem de Fund&do rompeu-se, resultando na liberacéo
catastrofica de uma grande quantidade de rejeitos de mineracdo (ESPINDOLA et al.,
2016). Os rejeitos liberados continham substancias toxicas, incluindo metais pesados
e compostos quimicos organicos, que causaram impactos devastadores no meio
ambiente e na vida humana (ESPINDOLA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017).

Os rejeitos de mineracéo liberados pela barragem de Fund&o provocaram
mudancas substanciais nos parametros fisico-quimicos da agua do rio Doce (SILVA,
2022). O aumento na carga de sedimentos na agua levou a um declinio acentuado do
oxigénio dissolvido, um parametro critico para a sobrevivéncia da fauna aquatica. A
sedimentacdo reduziu a penetragcdo da luz solar na coluna d'dgua, inibindo a
fotossintese das plantas aquaticas e diminuindo a producdo de oxigénio por essas
plantas. Como resultado, a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua diminuiu
consideravelmente, prejudicando a respiracdo de peixes e outros organismos
aquaticos. Em areas mais afetadas, essa baixa oxigenacgédo resultou em eventos de

mortandade em massa de peixes e de outros organismos aquéaticos (IBAMA, 2015).

Além da turbidez, a presenca de metais na agua do rio Doce representou uma
séria ameaca a fauna aquatica e aos ecossistemas aquaticos. Metais como cadmio,
chumbo, ferro, aluminio, manganés, cromo, cobre, niquel e mercurio foram liberados
pelos rejeitos e se dispersaram na agua (IBAMA, 2015; ANA, 2016; CARVALHO et
al., 2017). Esses elementos em altas concentracdes sdo toxicos e podem causar
danos agudos e crénicos as espécies aquaticas. Por exemplo, o cadmio tem um
impacto notavel principalmente em 6rgdos como branquias, figado e rins (ROGERS,
RICHARDS & WOOD, 2003). Sua toxicidade aguda resulta em desequilibrio na
regulacao idnica das branquias e em um aumento nos niveis de cortisol, diminuindo a
inducéo do estresse oxidativo (ROGERS, RICHARDS & WOOD, 2003). Por outro lado,
os efeitos téxicos do chumbo nas branquias envolvem alteracdes histolégicas, como

hiperplasia, fusdo das lamelas, elevacao do epitélio e aneurisma (MARTINEZ et al.,



2004). Além disso, hd uma multiplicacdo das células de cloreto e sua migracdo nas
branquias (RIBEIRO et al., 2014).

O aumento dos niveis de ferro nos peixes resulta na formacéo de aglomerados
de ferro nas branquias, levando a obstrucao e, consequentes, problemas respiratérios
(AUTHMAN, 2015; BURY, WALKER & GLOVER, 2003). Além disso, sdo observadas
alteracdes histopatoldgicas nas branquias de peixes, como hiperplasia, elevacédo do
epitélio, fusdo lamelar, congestdo e aumento das células mucosas. No figado, ocorre
vacuolizacéo intensa, hemorragia e necrose (ABALAKA, 2015; SINGH et al., 2019). O
impacto téxico do aluminio varia de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
ambiente, sendo mais prejudicial em ambientes acidos, o que representa uma ameaca
maior para os peixes (EXLEY, CHAPPELL & BIRCHALL, 1991). O efeito do aluminio
nas branquias se traduz em mudancgas na estrutura, incluindo fusdo das lamelas, bem
como alteracdes fisioldgicas, como um aumento na producdo excessiva de muco.
Essas alteracbes comprometem o desempenho do 6rgéo, especialmente em relacéo

aos processos de regulacéo idnica (ABDEL-LATIF, 2008).

O manganés é um elemento comum e essencial para 0s peixes,
desempenhando fun¢bes especificas; no entanto, niveis elevados podem prejudicar
0S organismos aquaticos (Hedayati et. al, 2014; Vieira et al., 2012). A toxicidade do
manganés pode resultar em estresse oxidativo, evidenciado pelo aumento de
catalase, malondialdeido e superoxido dismutase, além de causar alteracbes
histopatolégicas nas branquias, como elevacao do epitélio, hiperplasia, fusdo lamelar
e aneurisma (VIEIRA et al., 2012; HEADAYATI et al., 2014). O cromo se acumula
predominantemente em o6rgdos como branquias, figado e rim, impactando as
atividades metabdlicas e fisiologicas (MISHRA & MOHANTY, 2009). Os efeitos toxicos
englobam a geragdo de espécies reativas de oxigénio e resultam em alteragbes
histol6gicas nas branquias, incluindo hiperplasia, hipertrofia, edema, fuséo e necrose
lamelar. No figado, sdo observadas intensa vacuoliza¢éo, nucleo picnético e necrose
(MISHRA & MOHANTY, 2009; VELMA & TCHOUNWOU, 2011).

Assim, as alteracdes nos parametros fisico-quimicos da agua, como a reducao
do oxigénio dissolvido e a acidificacdo resultante da presenca de metais pesados,
desempenharam um papel critico na diminuicdo da diversidade de espécies e na
reducdo das populacdes de peixes, invertebrados e outros organismos aquaticos no

rio Doce apos o desastre da barragem de Funddo. Estas mudancas na qualidade da



agua representam um desafio significativo para a restauragcdo dos ecossistemas
aguaticos na regido afetada (POLIGNANO; LEMOS, 2020).

1.3.BIOMONITORES

Um biomonitor € um organismo, ou uma parte dele, ou até mesmo uma
comunidade, que tem a capacidade de fornecer informacdes quantitativas sobre o
ambiente onde esta presente (MARKERT; BREURE.; ZECHMEISTER, 2003). Dessa
forma, tém aplicacdo em diversas escalas, desde o nivel celular até o ecossistema,
facilitando a avaliagdo da saude ambiental e fornecendo informacdes cruciais para
analisar os componentes bioldgicos, fisicos e quimicos introduzidos no ambiente.
Essas mudancas refletem na capacidade individual do organismo, na densidade
populacional, na composi¢cao da comunidade e no equilibrio do ecossistema (HOLT;
MILLER, 2010).

Nos ecossistemas aquaticos, a posicdo trofica dos peixes e seu papel nas
cadeias alimentares desempenham um papel fundamental na sua utilidade como
biomonitores. Nesse sentido, organismos que ocupam o apice da cadeia alimentar
sao frequentemente escolhidos para estudos, uma vez que mantém uma relacdo
intrinseca com toda a cadeia alimentar abaixo deles. Isso permite detectar respostas
gue englobam efeitos especificos, acumulativos e persistentes em diversos niveis da
cadeia alimentar, além de efeitos diretos no individuo (LINS et al., 2010).

Ha uma quantidade significativa de estudos que destacam 0s peixes como
modelos eficazes para avaliar a condicdo dos ecossistemas aquéaticos (LINS et al.,
2010; BEVITORIO et. al. 2022; MARINO, 2022; LECHINOVSKI, 2023; TESSARO,
2023).

Além disso, os peixes desempenham um papel fundamental na alimentacao
humana, fornecendo minerais e vitaminas essenciais para o funcionamento adequado
das respostas celulares. Com isso, é uma fonte de acidos graxos que tém efeitos
benéficos para a saude cardiovascular, contribuindo para o controle dos niveis de
colesterol no sangue (MADIHA et al., 2022).

O consumo de peixes com niveis elevados de metais pode resultar em alta
toxicidade para a saude humana, afetando o funcionamento de varios Orgaos
especificos. A exposicdo a longo prazo a essas substancias poluentes leva a
processos degenerativos, afetando tanto aspectos fisicos como teciduais, e levando
a problemas neuroldgicos graves, incluindo doencas como Alzheimer, Parkinson,

distrofia muscular e esclerose multipla (PRASANNAJIT et al., 2023). A toxicidade do
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mercurio, por exemplo, pode resultar em acrodinia ou doenga rosa. Além disso, a
exposicdo aguda ao chumbo pode causar hipertensdo, disfuncédo renal, artrite,

alucinacoes e vertigens (MADIHA et al., 2022).

1.4. GENERO CYNOSCION

Cynoscion (Gill, 1861) refere-se a um género de peixes da familia Sciaenidae,
que séo conhecidos popularmente como pescadinhas. Espécies do género Cynoscion
sdo encontradas em aguas salgadas e salobras, como estuarios e baias, e sao
populares entre pescadores comerciais e esportivos devido ao seu valor culinario e
capacidade de luta quando fisgadas (BEMVENUTI & FISCHER, 2011).

O género Cynoscion inclui diversas espécies de pescadinhas que sao
distribuidas, principalmente, nas aguas costeiras do oceano Atlantico, do Golfo do
México a América do Sul. Algumas espécies notaveis incluem a Pescadinha-Amarela
(Cynoscion regalis) (Bloch and Schneider, 1801), a Pescadinha-da-Foz (Cynoscion
nebulosus) (Curvier,1830), a Pescadinha-de-Pintas (Cynoscion arenarius)
(Ginsburg,1930) e muitas outras. Essas espécies variam em tamanho, coloracéo e
habitos alimentares (BEMVENUTI & FISCHER, 2011) (Figura 1).

Figura 1: Representantes do género Cynoscion. A) Pescadinha-Amarela (Cynoscion regalis)
(Bloch and Schneider, 1801); B) Pescadinha-da-Foz (Cynoscion nebulosus) (Curvier,1830);



C) a Pescadinha-de-Pintas (Cynoscion arenarius) (Ginsburg,1930). Fonte: Adaptado de
BEMVENUTI & FISCHER, 2011.

As pescadinhas geralmente tém corpos alongados e comprimidos lateralmente,
com uma coloracdo que pode variar de prateado a verde-oliva, dependendo da
espécie e do ambiente em que vivem (BEMVENUTI & FISCHER, 2011). Elas séo
conhecidas por sua boca terminal, que € voltada para cima, e pelos dentes afiados
que sao usados para capturar presas, COmo peixes menores e crustaceos
(BEMVENUTI & FISCHER, 2011)

A posicdo tréfica desse peixe, frequentemente situado em niveis tréficos
intermediarios da cadeia alimentar aqudtica, o torna particularmente sensivel a
alteracdes na disponibilidade de presas e na qualidade da agua (ARIAS, 2007). Como
predador de outros organismos aquaticos, a saude e a abundancia do Cynoscion
refletem a saldde geral do ecossistema aquatico. Quando ha variagdes significativas
na populacao pode indicar desequilibrios na cadeia alimentar e problemas ambientais
mais amplos (BEMVENUTI & FISCHER, 2011).

1.5.BIOMARCADORES

A identificacdo e caracterizacdo de biomarcadores tém desempenhado um
papel fundamental na area das Ciéncias Biologicas, estabelecendo uma ponte crucial
entre a pesquisa basica e sua aplicacao pratica. Biomarcador é uma substancia,
molécula ou processo biolégico mensuravel que fornece informacgdes relevantes sobre
o estado funcional de um organismo ou sistema biolégico (AMORIM, 2003). Nesse
contexto, os biomarcadores desempenham um papel crucial, permitindo a detecgao
sensivel de exposi¢cbes ambientais, bem como a avaliagdo dos efeitos adversos
resultantes. Eles ndo apenas fornecem informacdes quantitativas sobre a extenséo da
exposicdo a agentes nocivos, mas também podem revelar o potencial de danos e
auxiliar na identificacdo de grupos suscetiveis, contribuindo para o desenvolvimento
de estratégias de mitigacdo e regulamentacdo ambiental (ARIAS, 2007).

A histopatologia é destacada como biomarcador devido a sua posicéo dentro
dos niveis de organizacdo biolégica. Mudancas histopatoldgicas resultam de uma
variedade de transformacfes bioquimicas e fisiolégicas no organismo, podendo
culminar na formacao de lesées em células, tecidos ou 6rgéos (Hinton & Laurén, 1990;
Hinton et al., 1992). No caso dos tecidos de peixes, as alteracdes histopatoldgicas
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servem como biomarcadores dos efeitos da exposi¢éo a estressores ambientais. Essa
categoria de biomarcadores possibilita uma analise especifica dos 6rgaos e das
células-alvo, revelando como sao afetadas. Além disso, em avaliacbes de campo, a
histopatologia mostra um método eficaz para identificar os diversos efeitos da
exposicdo aguda ou crénica em diferentes tecidos e 6rgédos (HINTON et al., 1992).

1.6.BRANQUIAS

As Dbranquias s&o estruturas complexas e altamente especializadas
encontradas em muitos organismos aquaticos, especialmente peixes (Figura 2). Elas
estdo localizadas na regido lateral da cabeca, protegidas por uma cobertura 6ssea ou
cartilaginosa chamada opérculo. Cada branquia é composta por uma série de
estruturas, incluindo filamentos branquiais e lamelas. A fungéo principal das branquias
€ permitir que os peixes retirem oxigénio dissolvido na agua, que € essencial para a
respiracdo. A medida que a agua flui sobre as branquias, os filamentos branquiais

capturam o oxigénio presente nela (CINAR et al., 2009).

Os filamentos branquiais sdo projecfes e estdo dispostos em uma série de
arcos branquiais. Cada filamento é coberto por uma membrana chamada epitélio
branquial, que é altamente vascularizada, ou seja, repleta de pequenos vasos
sanguineos (FILHO et al., 2014). Quanto ao filamento em si, cada um possui duas
artérias que se conectam nas lamelas envolvidas na mesma etapa respiratéria, 0 vaso
aferente leva o sangue por toda a fibra e o eferente fica encarregado de garantir que
o liquido viscoso retorne oxigenado (WILSON & LAURENT, 2002). Essa
vascularizacdo é fundamental para a funcdo das branquias, pois permite a troca
eficiente de gases entre o sangue do peixe e a agua circundante (WILSON &
LAURENT, 2002).

Na lamela secundaria, ha apenas duas camadas de células epiteliais que estao
organizadas na membrana basal e sdo sustentadas por células colunares que isolam
os capilares lamelares (MELETTI, 2003). Células de cloreto, células mucosas,
melandécitos, macrofagos e linfocitos podem ser identificados nos filamentos
branquiais (FILHO et al., 2014). Destaca-se que as células mucosas estao
predominantemente localizadas na base dos filamentos e entre as lamelas. Elas
produzem muco, desempenhando funcbes de Ilubrificacdo, protecdo contra

microrganismos e resisténcia a doencas e substancias toxicas (BERNET et al., 1999).
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Ao mesmo tempo, essas estruturas eliminam diéxido de carbono e outros
residuos metabdlicos produzidos pelo organismo na forma de aménia (BEMVENUTI
& FISCHER, 2011). Isso ocorre devido a diferenca nas concentracfes de oxigénio e
diéxido de carbono entre o sangue dos peixes e a agua circundante. Através de um
processo de difusdo, o oxigénio é transportado dos filamentos branquiais para o
sistema circulatério do peixe, enquanto o diéxido de carbono é liberado na agua
(BEMVENUTI & FISCHER, 2011).

Além de sua funcdo respiratoria, as branquias também estdo envolvidas na
manutencao do equilibrio de ions no corpo do peixe (BEMVENUTI & FISCHER, 2011),
processo vital para a homeostase dos peixes. Os peixes precisam regular ativamente
os niveis de ions como sédio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI), e célcio (Ca?*). Isso é
crucial para diversas fungdes fisioldgicas, incluindo a osmorregulacdo, que envolve o
controle da concentracdo de solutos e da quantidade de agua dentro do corpo do
peixe. Essa capacidade de regulacéo ibnica € um dos muitos motivos pelos quais as
branquias sdo estruturas vitais em organismos aquaticos, e também sensiveis a
mudanc¢as no ambiente que podem afetar essa regulagdo, como a exposicao a
substancias toxicas, o que a torna um biomarcador valioso em estudos ambientais
(BEMVENUTI & FISCHER, 2011).

Devido ao seu contato direto com a agua e o0s poluentes, as branquias
desempenham diversas funcdes e sao o principal alvo de substancias quimicas
quando as condi¢des ambientais se tornam desfavoraveis (POLEKSIC e MITROVIC -
TUTUNDZIC, 1994; BERNET et al., 1999).



Figura 2: Filamento branquial, corte transversal, H&E (barra = 16.7 ym) 1) lamela primaria; 2)
lamela secundaria; 3) célula epitelial; 4) célula mucosa; 5) célula pilar; 6) limen capilar
(lacuna); 7) eritrocitos na luz do capilar; 8) célula de cloreto. Fonte: Adaptado de YONKOS,
2000.

1.7.FiGADO

A maioria dos peixes teledsteos apresenta um figado composto por dois lobos:
o lobo direito, situado ao lado da vesicula biliar, e o lobo esquerdo, que se encontra
proximo ao bago (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). O figado é considerado um 6rgéo
acessorio ao sistema digestivo e € constituido por parénquima celular e fibras que
oferecem suporte estrutural. Sua superficie € envolta por uma membrana serosa, e 0
tecido conjuntivo da capsula se estende para dentro do parénquima hepatico (GIULIO
& HINTON, 2008). As principais células que compdem o figado incluem hepatdcitos,
células epiteliais dos ductos biliares, macrofagos, células sanguineas e células
endoteliais (Figura 3) (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

10



Figura 3: Figado, corte transversal, H&E (barra = 22.8 um) 1) hepatécitos; 2) ductos biliares;
3) vasos sinusoides; 4) tecido conectivo; 5) centro de melanomacréfagos; 6) veia porta. Fonte:
Adaptado de YONKOS, 2000.

O figado desempenha um papel crucial nos processos metabdlicos
relacionados as proteinas e aos lipidios, na producdo e liberacdo de bile, no
armazenamento e produgcdo de glicose, na sintese de proteinas plasmaticas e
colesterol, na regulacdo do metabolismo hormonal e na converséo, armazenamento
e eliminac&o de substancias contaminantes (HEATH, 1995). E um 6rgéo vital para a
desintoxicacdo e eliminacdo de substancias toxicas em peixes, sendo o principal
orgdo responsavel pela transformacdo de xenobidticos e, possivelmente, pela
excrecdo de metais (HEATH, 1987).

A biotransformacédo pode ser descrita como a modificacdo de xenobibticos,
catalisada por enzimas, para converté-los em formas mais prontamente excretaveis
pelo organismo (Van Der Oost R. et al. 2003). Esse processo, geralmente, ocorre em
duas fases distintas. Na primeira fase, ocorre a incorpora¢cdo de um grupo polar na
molécula, tornando-a mais solavel e propicia para reacdes subsequentes na fase |Il.
Na segunda fase, o composto ja alterado é conjugado com um substrato enddgeno,
resultando na producao de um produto soltvel em &gua, o que facilita a sua eliminacéo
(HODGSON & GOLDSTEIN, 2001).
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Nesse sentido, a histopatologia do figado e das branquias dos peixes
Cynoscion coletados na regido costeira adjacente a foz do rio Doce foram avaliados
por serem Orgaos sensiveis a contaminacdo ambiental, ja que respondem a
exposi¢des agudas e cronicas de metais pesados e substancias organicas toxicas,
fornecendo, assim, informacdes cruciais sobre os impactos adversos de poluentes na

saude dos peixes e no equilibrio dos ecossistemas aquaticos.
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVO GERAL
Avaliar as alteracdes morfolégicas nas branquias e figado de espécies de
peixes marinhos pertencentes ao género Cynoscion, coletadas em diferentes pontos
na regido costeira adjacente a foz do rio Doce em Linhares, Espirito Santo, apds o

rompimento da barragem de Fundao, em Mariana, Minas Gerais.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar as lesfes nas branquias e figado dos exemplares de Cynoscion;

- Calcular os indices de lesédo de cada 6rgao analisado, bem como o indice de lesédo

do animal;

- Comparar os indices de lesao dos exemplares de Cynoscion coletados em diferentes

estacdes - avaliacdo temporal,

- Comparar os indices de lesdo dos exemplares de Cynoscion coletados em trés

diferentes regifes adjacentes a foz do rio Doce, Linhares, ES — avaliagdo espacial.

4. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados no manuscrito intitulado como
“HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS E FIGADOS DE Cynoscion (Perciformes:
Sciaenidae) COLETADOS NA REGIAO COSTEIRA ADJACENTE A FOZ DO RIO
DOCE APOS O ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE FUNDAO.
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RESUMO

A remocéo e processamento de recursos minerais, uma atividade ancestral crucial
para o desenvolvimento humano, gera preocupacdes ambientais significativas devido
aos impactos negativos, como desmatamento, erosdo, poluicdo e geracdo de
residuos, incluindo metais toxicos. As barragens de contencdo, uma estratégia para
gerenciar esses residuos, podem representar ameacas se forem mal elaboradas ou
se houver negligéncia nas vistorias, como 0 que aconteceu com o desastre da
barragem de Fund&o, em Mariana/MG, em 2015. O rompimento da barragem
ocasionou danos graves, especialmente na vida aquatica. Isso levou ao aumento nos
niveis de metais toxicos, como ferro, chumbo, cobre e cromo, em toda a bacia
hidrografica, ultrapassando os limites legais. Na foz do rio Doce, em Linhares/ES, os
niveis de metais, incluindo ferro, cromo, manganés, mercurio e cadmio, também
excederam as normas permitidas. O uso de peixes como biomonitores tem mostrado
resultados consistentes na avaliagdo da qualidade da agua em ecossistemas
aguaticos. Eles ocupam o topo da cadeia alimentar e, portanto, fornecem respostas
abrangentes aos impactos ambientais adversos, particularmente por meio de
alteracdes histopatoldgicas observadas nos 6rgaos, como branquias e figado. As
amostras foram coletadas na area marinha adjacente a foz do Rio Doce. Os pontos
de coleta neste estudo foram agrupados em trés regides, com base na proximidade
em relacao a foz, todos localizados na Vila de Regéncia, Linhares-ES. Estas regides
incluem a &rea central proxima a boca da foz do rio Doce - ponto 1; a regido ao norte
da foz - ponto 2; e a regiao ao sul da foz - ponto 3. O clima desta area € tropical umido,
com chuvas predominantes no verao/primavera e periodo seco no inverno/outono. Os
peixes foram encontrados com auxilio de tarrafas, os exemplares foram anestesiados
com benzocaina (1% em agua) e, em seguida, dissecados, 0os 6rgaos (branquias e
figados) imersos em solucdo fixadora. Posteriormente, os fragmentos dos tecidos
foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool , diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. O material foi seccionado em micrétomo rotativo na espessura
de 5 um e as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Os resultados
sugerem uma variabilidade espacial e temporal nas les6es das branquias dos peixes,
principalmente durante a estacdo chuvosa, enquanto as lesdes hepéticas néo
apresentam diferencas espaciais significativas, mas mostraram variacdes temporais
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em determinados pontos de coleta durante a estacdo seca. Essas avaliagcdes podem
orientar medidas de protecéo e recuperacédo da vida aquatica na regiao da foz do Rio
Doce.

Palavras-chave: Biomarcador. Contaminagdo aquatica. Morfologia. Pescadinha.

INTRODUCAO

A extracdo e 0 processamento de recursos minerais representam uma das
atividades mais antigas da humanidade, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento das civilizacbes. Além disso, esse setor se destaca pelo seu
potencial econémico lucrativo. No entanto, a complexa relacdo entre os residuos
resultantes dessas operacdes e a busca pelo desenvolvimento sustentavel suscita
preocupacdes significativas de natureza socioambiental em relagdo a exploragéo de
recursos naturais. As atividades de mineracdo tém um impacto substancial no
ambiente fisico, resultando em desmatamento, erosdo do solo, poluicdo da agua,
transformacdes na paisagem e no terreno, além da geracdo de rejeitos contendo
metais (ARAUJO et al., 2014).

Uma das estratégias para conter os residuos gerados em operacfes de
mineracdo € a construcdo de barragens de contencdo. No entanto, quando essas
estruturas séo projetadas ou mantidas de maneira inadequada, ou mesmo quando ha
falhas de manutencéo, isso pode resultar no colapso da barragem, tornando-se uma
ameaca significativa tanto para o ambiente quanto para a biota. Um exemplo notorio
desse risco ocorreu com a tragédia da barragem de Fundéo, pertencente ao complexo
de mineracédo sob a gestdo da empresa Samarco Mineracdo S/A, localizada no distrito
de Bento Rodrigues, em Mariana, Minas Gerais. Em 5 de novembro de 2015, essa
barragem sofreu um rompimento catastrofico. Como consequéncia, uma area de
aproximadamente 1.600 hectares foi inundada por uma mistura de lama proveniente
do processamento de minérios de ferro. Alguns dias depois, essa lama alcangou o
oceano Atlantico, via rio Doce (PINTO-COELHO, 2015).

O rompimento da barragem causou danos significativos, principalmente no que
se refere a vida aquatica. Apos o incidente, foi observado aumento nos niveis de
metais como ferro, chumbo, cobre e cromo na agua de toda a bacia, ultrapassando os
limites estabelecidos pela legislacao brasileira (CARVALHO et al., 2017). Na foz do

rio Doce, localizada na Vila de Regéncia, em Linhares, Espirito Santo, foram
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registradas concentragfes de metais acima dos niveis permitidos, tais como ferro,

cromo, manganés, mercurio e cadmio (GABRIEL et al., 2020).

O uso de biomonitores para 0 monitoramento ambiental tem-se mostrado
eficaz, uma vez que fornecem respostas as situacfes de contaminacdo. Os peixes
sdo particularmente eficazes como biomonitores da qualidade da agua em
ecossistemas aquaticos, uma vez que ocupam o topo da cadeia alimentar.
Consequentemente, eles controlam relacdes diretas com niveis inferiores da cadeia
trofica, o que lhes permite oferecer respostas que abrangem efeitos extremos,
cumulativos e persistentes em diversos niveis troficos (LINS et al., 2010). Nesse
sentido, as alteracfes histopatologicas observadas nos tecidos dos peixes mostram-
se como excelentes biomarcadores de impactos resultantes da exposicao a fatores
ambientais adversos. Os Orgdos frequentemente avaliados em estudos de
biomonitoramento sdo as branquias e o figado.

As branquias sao estruturas ricamente vascularizadas onde ocorrem as trocas
do dioxido de carbono e oxigénio. O processo consiste no fluxo em que a agua
ingerida via bucal segue em direcdo aos filamentos branquiais, que contam com
projecdes nomeadas como lamelas secundarias, responsaveis por realizar as trocas
gasosas. Na lamela secundaria, ha apenas duas camadas de células epiteliais que
estdo organizadas na membrana basal e sdo sustentadas por células colunares que
isolam os capilares lamelares (MELETTI, 2003). Células de cloreto, células mucosas,
melandcitos, macréfagos e linfocitos podem ser identificados nos filamentos
branquiais (FILHO et al. 2014). Quanto ao filamento em si, cada um possui duas
artérias que se conectam nas lamelas envolvidas ha mesma etapa respiratéria, 0 vaso
aferente leva o sangue por toda a fibra e o eferente fica encarregado de garantir que
o liquido viscoso retorne oxigenado (WILSON & LAURENT, 2002).

De acordo com Bernet et al. (1999), a poluicdo da agua induz alteragbes
patolégicas nos peixes. Hiperplasia, fusdo lamelar, hipertrofia, necrose, aneurisma,
proliferacéo de células de muco e de cloreto sdo apontadas como as mais recorrentes
nas branquias.

O figado do peixe conta com 0s mesmos mecanismos circulatorios, onde o
sangue é fornecido por artérias hepéticas e pela veia porta (0 vaso sanguineo que
leva sangue dos intestinos) e drenado pelas veias hepaticas. A maioria dos peixes
possuem apenas um lobo no figado de forma que sua vasculatura se divide em outras

duas grandes regides circulatdrias (GINGERICH, 1982). Microscopicamente, o figado
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é formado por placas celulares circundadas por sinusoide em torno da veia centro
lobular, e cada placa apresenta hepatdcitos com uma face sinusoidal para absorcao
e uma face biliar para excrecdo (BRUSLE & ANADON, 1996). Os hepatdcitos
possuem um nucleo arredondado com cromatina nas periferias e dispersa e nucléolo

€ proeminente.

Quanto ao objetivo principal, o foco € avaliar as alteracdes morfologicas nas
branquias e figado de espécies de peixes marinhos pertencentes ao género
Cynoscion, popularmente conhecida como pescadinha, coletadas em diferentes
pontos na regido costeira adjacente a foz do rio Doce em Linhares, Espirito Santo,
apos o rompimento da barragem de Funddo, em Mariana, Minas Gerais e objetivos

especificos:
- Identificar as lesdes nas branquias e figado dos exemplares de Cynoscion

- Calcular os indices de lesédo de cada 6rgéo analisado, bem como o indice de

lesdo do animal.

- Comparar os indices de lesdo dos exemplares de Cynoscion coletados em

diferentes estacdes - avaliacdo temporal.

- Comparar os indices de lesdo dos exemplares de Cynoscion coletados em

trés diferentes regides adjacentes a foz do rio Doce, Linhares, ES — avaliacdo espacial.

Assim, é importante que se avalie o efeito dos metais presentes na foz do rio
Doce na morfologia das branquias e figados, 6rgaos indicadores de exposi¢cdo aguda
e cronica, respectivamente, aos contaminantes ambientais. Os resultados obtidos a
partir do monitoramento ambiental podem ter implicacBes significativas no apoio e
direcionamento das ac¢fes destinadas a recuperacao e protecdo da vida aquética na
bacia do rio Doce e da regido costeira adjacente a sua foz. O presente estudo avaliou
a histopatologia das branquias e figado de Cynoscion coletadas na regido costeira
adjacente a foz do rio Doce, em Linhares/Espirito Santo, durante as estacfes seca e

chuvosa, apds o rompimento da barragem de rejeito de Fundéo.

METODOLOGIA

As coletas foram realizadas na regido costeira adjacente a foz do rio Doce
(Latitude: 7828234,12; Longitude: 414079,86), regido setentrional do Espirito Santo,

no litoral do sudeste do Brasil. Os pontos de coleta foram organizados em trés regides,
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de acordo com a distancia entre o entorno da foz, todos situados na Vila de Regéncia,
Linhares-ES, sendo: regido central a boca da foz do rio Doce — ponto 1 (lat:
7826708,46; lon: 417558,23); regido ao norte da foz — ponto 2 (lat: 7842923,74; lon:
428268,74); e regido ao sul da foz — ponto 3 (lat: 7814269,72; lon: 399458,35) (figura
4). As caracteristicas desta éarea sdo clima tropical Umido, chuvoso no
verao/primavera, seco no inverno/outono, a temperatura média do més mais quente

esta acima de 22°C, e a temperatura média do més mais frio esta entre 22°C e 18°C.
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Figura 4: Mapa da foz do rio Doce, costa norte do Espirito Santo, Sudeste do Brasil. Preto:
ponto da regido central a boca da foz do rio Doce (Ponto 1); Cinza escuro: pontos da regido
norte da foz do rio Doce (Ponto 2) e cinza claro: pontos da regido sul da foz do rio Doce (Ponto
3). Fonte: Adaptado de Barbosa (2021).

OBTENCAO DAS AMOSTRAS E PROCESSAMENTO

O material utilizado no presente estudo foi coletado pela equipe da
Ecotoxicologia do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquética (PMBA),
estabelecido pela cooperacao firmada entre a FEST e a Renova. Apo0s a coleta, o
material ficou disponivel para analise no Laboratério de Biologia Estrutural - LABEST.

Foram coletados um total de 36 exemplares de Cynoscion sp., sendo 6
exemplares em cada ponto (1, 2 e 3) e em cada estacdo. As coletas foram realizadas
nos meses de julho de 2021 (estacdo seca) e nos meses de marco de 2022 (estacao

chuvosa). Os peixes foram coletados com auxilio de rede de arrasto de fundo, ainda
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em campo, os exemplares foram identificados, anestesiados com benzocaina (1% em

agua) e, em seguida, dissecados.

MICROSCOPIA DE LUZ

As branquias e figados dissecados foram imersos em solucéo fixadora Boiun
por 8h, de acordo com os protocolos para analises morfologicas. Posteriormente, os
fragmentos dos tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast (Leica). O material foi seccionado em
micrétomo rotativo na espessura de 5 um e as laminas coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE).

ANALISES DE DADOS

As alteracdes histopatologicas observadas nas branquias e figados foram
categorizadas com base no protocolo originalmente proposto por Bernet et al. (1999).
A classificacdo foi realizada levando em consideracdo a gravidade das lesdes, bem
como 0 seu grau de extensdo. Dessa forma, as lesdes foram avaliadas
microscopicamente de acordo com sua extensdo: Em relacdo a gravidade, foram
classificadas em: 1: baixo, o que significa que a lesdo pode ser reversivel ao final da
exposicao; 2: moderada, se o0 agente estressor for eliminado, a lesao é reversivel; 3:
alto, leséo grave e geralmente irreversivel, que pode ocasionar a perda parcial ou total
do 6rgédo (Tabela 1).
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Tabela 1: Alteracdes histopatoldgicas em peixes. Baseado em Bernet et al. (1999).

Alteracoes histopatologicas Grau de importincia
1. Distirbios Circulatorios
Hemorragias 1
Aneurismas 1
Edemas Intercelulares 1

2. Mudancas Regressivas
Alteracdes citoplasmaticas
Inclusdes citoplasmaticas
Descamacio do epitélio
Deslocamento da lamela primaria
Fusdo das lamelas secundarias
Alteracdes nucleares
Atrofia
Necrose

7S I N R . I e e

3. Mudancas Progressivas
Hipertrofia 1
Hiperplasia das células interlamelares 2

4. Inflamacao
Centro de melanomagrofagos |
Infiltracdo de leucocitos 2

5. Tumor
Benigno
Maligno 3

Dessa forma, cada alteracéo foi designada com um valor entre 0 e 6, refletindo
a extensao da alteracdo: (0) para auséncia de alteracéo; (1-2) para ocorréncia leve;
(3-4) para ocorréncia moderada; (5-6) para ocorréncia grave. Assim, o grau do dano
apresentado pelo 6rgdo (indice do Orgéo - lorg) foi estimado pela formula (1) onde:
rp: padrdo de reacdo, alt: alteracdo, a: extensao da lesédo, w: fator de importancia. J&
a gravidade das alteracdes observadas (indice de Reacdo - Irp), foi obtida pelo
somatorio do produto da multiplicacdo do tamanho da leséo pela relevancia patolégica
- férmula (2), onde: rp: padrdo de reacao, alt: alteracéo, a: extenséo da leséo, w: fator

de importancia. A soma dos indices dos 6rgdos avaliados representa o indice de lesao

do animal.
lorg = ZrpZalt (a x w) (2)
Irp = Zalt (a x w) (2)
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ANALISES ESTATISTICA

Os indices dos danos histopatoldgicos foram comparados entre os diferentes
setores e periodos de coleta. Para dados paramétricos foi realizada a analise de
variancia ANOVA seguidos de teste de Tukey ou Teste T para dados nao paramétricos
foi adotado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney. Os softwares BioEstat
5.3 e Past foram utilizados para as analises e foi considerado o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Com base nas analises histopatoldgicas e calculo dos indices de leséo, na
comparacao espacial o indice de lesdo do animal ndo apresentou diferenca
significativa entre os pontos amostrados durante a estacao seca. Contudo, evidencia-
se diferenca significativa entre os pontos amostrais, com a variabilidade do ponto 3
(sul da foz) notavel na estacdo chuvosa quando comparado com o ponto 1. Na

avaliacao temporal, o ponto 3 foi significativo na estacao chuvosa (Figura 5).
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Figura 5: indice de lesdo dos animais coletados em trés diferentes regiées adjacentes a foz
do rio doce nas estagbes seca (2021) e chuvosa (2022). Os valores das barras indicam a
média e as linhas o desvio padrdo. Comparagdo espacial significativa (tridangulos),
comparacao temporal significativa (bolas).

Os indices de lesdao das branquias dos peixes do género Cynoscion sp. nao

apresentaram diferenca significativa entre os pontos amostrados durante a estacao
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seca, em 2021. No entanto, durante o periodo chuvoso (2022), houve variacdo
significativa entre os pontos de coleta (p<0,05), onde o ponto 3 ao sul da foz
apresentou maior indice de lesdo quando comparado com o ponto 1. Durante a
estacdo seca e chuvosa, houve uma diferenca notavel em termos temporais,
especialmente durante o periodo chuvoso. Nesse periodo, foi observada uma
variacado estatisticamente significativa (p<0,05), com um aumento significativo nas

lesdes nos pontos 2 e 3 (Figura 6).
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Figura 6: indice de les&o das branquias coletados em trés diferentes regiées adjacentes a foz
do rio doce nas estagcbes seca (2021) e chuvosa (2022). Os valores das barras indicam a
média e as linhas o desvio padrdo. Comparagdo espacial significativa (tridangulos),
comparacdo temporal significativa (bolas).

Os danos morfologicos observados nas branquias foram semelhantes entre os
espécimes coletados entre as diferentes estacdes e pontos amostrais (Figura 6). No
entanto, a frequéncia das lesbes variou entre 0s pontos de coleta. As lesdes mais
frequentes observadas nas branquias foram apresentadas na Tabela 2 e figura 7.

Durante a estagcéo seca (2021), nos animais coletados ao norte da foz, foram
observadas hiperplasia, fusédo das lamelas secundarias e hipertrofia com 100% de
incidéncia. Hipertrofia, hiperplasia e fusdo das lamelas secundérias foram evidentes
em todos os espécimes amostrados na regiao central da foz, bem como atrofia da
lamela secundaria com incidéncia de 66,6%. Ja nos exemplares coletados ao sul da

foz, as lesbes predominantes foram hipertrofia, hiperplasia e fusdo das lamelas
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secundérias (incidéncia de 100%), além de descamacéo do epitélio, que foi observada

em 83,3% dos casos.

Na estacdo chuvosa (2022), nos peixes coletados ao norte da foz, as lesdes
mais comuns foram fusao das lamelas secundarias (100%), deslocamento da lamela
primaria e hipertrofia (83,3%) e hemorragia (50%). Nos exemplares amostrados na
regido central da foz, destacaram-se lesdes como hiperplasia e fusdo das lamelas
secundarias (100%), descamacdo do epitélio (83,3%), hipertrofia (83,3%),
deslocamento da lamela primaria (50%), além de atrofia da lamela secundaria (50%).
Ja nos espécimes coletados ao sul da foz, foram observadas hipertrofia, hiperplasia e
fusdo das lamelas secundarias (100%), descamacéao do epitélio (83,3%), atrofia da
lamela priméria (83,3%), deslocamento da lamela primaria (66,6%), hemorragia

(50%), hipertrofia e atrofia da lamela secundaria (50%).

Tabela 2: Frequéncia (%) das alteracdes morfoldgicas nas branquias de Cynoscion coletadas
na regido costeira adjacente a foz do rio Doce, Linhares/ES.

Lesdes branquiais (%o) 2021 2022

Ponto 1 Ponto 2 Ponto3 Pontol Ponto2 Ponto3

Hemorragia 50 0 0 50 33.3 50
Congestao 333 0 0 16.6 333 0
Aneurisma 0 0 0 0 0 0
Descamacao do epitélio 333 33.3 83.3 0 83.3 833
Necrose 16.6 0 0 333 333 333
Deslocamento da lamela primaria 0 16.6 0 83.3 50 66,6
Fusio da lamela secundaria 100 100 100 100 100 100
Atrofia da lamela primaria 0 0 0 333 33.3 833
Atrofia da lamela secundaria 16.6 66,6 333 33.3 50 50
Hipertrofia 100 100 100 83,3 83,3 100
Hiperplasia 100 100 100 100 100 100
Parasita 16.6 0 16.6 0 0 0
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Figura 7: Fotomicrografia de branquias de Cynoscion da regidao marinha adjacente a foz do
rio Doce. A: hiperplasia com fusdo das lamelas secundarias (asterisco); B: deslocamento da
lamela priméaria (quadrado); C: hipertrofia (setas finas); D: elevacdo do epitélio (setas).
Coloragéo: Hematoxilina & Eosina. Barra: A =20 um; B, C e D = 50 pm.

Da mesma forma que as branquias, ndo foi observada diferenca significativa
(p>0,05) nos indices de lesbes hepaticas dos peixes pertencentes ao género
Cynoscion entre os pontos amostrados durante a estacao seca de 2021, e na chuvosa
de 2022. Em termos temporais, houve diferenca significativa, especialmente durante
0 periodo de seca. Nesse periodo, foi observada uma variacdo estatisticamente
significativa (p<0,05), com um aumento significativo nas lesées no ponto 3 (Figura 8).
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Figura 8: indice de les&o hepatica coletados em trés diferentes regides adjacentes a foz do
rio doce nas estagdes seca (2021) e chuvosa (2022). Os valores das barras indicam a média

e as linhas o desvio padrdo. Comparacgéo temporal significativa (bolas).

A Tabela 3 e Figura 9 apresenta as lesdes mais frequentes identificadas no
figado. Nos peixes coletados ao norte da foz, durante a estagéo seca de 2021, foram
amplamente registradas alteracdes nucleares e citoplasmaticas nos hepatdcitos
(100%), bem como atrofia e hipertrofia dos hepatécitos e hemorragia (83,3%).
Adicionalmente, foram observados congestdo de vasos sanguineos e parasitas (50%).
Na regido central da foz, as principais lesdes observadas nos peixes foram alteracdes
nucleares e citoplasmaticas nos hepatdcitos (100%), hipertrofia e inclusbes
citoplasmaticas nos hepatécitos (83,3%), hemorragia, congestdo de vasos
sanguineos e atrofia dos hepatocitos (50%), além de necrose e infiltracdo de
leucocitos (33, 3%). Ja nos espécimes coletados ao sul da foz, predominaram
hemorragias e alteracdes nucleares e citoplasmaticas nos hepatocitos (100%),
necrose (83,3%), congestao de vasos e presenca de parasitas (50%).

Durante a estacao chuvosa de 2022, no figado dos peixes coletados ao norte
da foz, as lesGes mais comuns incluiram alteracbes nucleares e atrofia dos
hepatocitos (100%), necrose e hipertrofia dos hepatdcitos (83,3%), hemorragia e
infiltrados de leucdcitos (50%). As principais lesfes observadas nos espécimes
amostrados na regido central da foz foram alteragdes nucleares, necrose e hipertrofia

dos hepatécitos (100%). Nos animais coletados ao sul da foz, foram notadas
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hemorragia, congestédo de vasos sanguineos, altera¢gdes citoplasmaticas e hipertrofia

dos hepatdcitos e a presenca de centros de melanomacréfagos (83,3%).

Tabela 3-

Tabela 3: Frequéncia (%) das alteragdes morfoldgicas no figado de Cynoscion coletados na
regido costeira adjacente a foz do rio Doce, Linhares/ES

Lesoes hepaticas (%) 2021 2022

Ponto 1 Ponto2 Ponto3 Pontol Ponto2 Ponto3

Hemorragia 83,3 50 100 50 50 83,3
Congestao 50 50 50 333 16,6 833
Alteracdes citoplasmaticas 100 100 83,3 83.3 83,3 833
Inclusdes citoplasmatica 66,6 83,3 333 66,6 66,6 66,6
Alteracdes nucleares 100 100 100 100 100 100
Atrofia 83,3 50 0 100 50 66,6
Necrose 333 66,6 83,3 83.3 100 100
Parasita 50 16.6 50 50 33.3 50

Hipertrofia 83,3 83,3 66,6 83,3 100 833
Centro de melanomacrofagos 16,6 16.6 0 0 16.6 83,3
Infiltrado de leucdcitos 33.3 66,6 83,3 S0 S0 06,0
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Figura 9: Fotomicrografia de figado de Cynoscion da regido marinha adjacente a foz do rio
Doce. A: alteracao nuclear (setas); B: necrose (circulo); C: inclusfes citoplasmaticas (setas);
D: hipertrofia (setas). Coloragcédo: Hematoxilina & Eosina. Barra: A, B, C e D =50 um.

DISCUSSAO

Em ambientes aquaticos que sofrem contaminacdo é comum observar
alteracfes na estrutura e funcionamento dos organismos aquéticos do que episédios
de mortandade em massa, conforme salientado por Flores-Lopes & Malabarba (2007).
Assim, este estudo avaliou os danos na morfologia branquial e hepética de Cynoscion
coletados na regido costeira situada ao entorno da foz do rio Doce, sete anos apés o
rompimento da barragem de rejeitos de mineragdo de Funddo, Mariana — Minas
Gerais.

As branquias, por ser uma interface mais externa entre o peixe e a agua,

geralmente é o primeiro 6rgdo a ser afetado pela presenca de particulas de
contaminantes (HEATH, 1995). As mudancas morfoldégicas nas branquias que
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ocorrem em resposta as alteracdes ambientais sdo estratégias adaptativas
especificas para a preservacdo de funcoes fisioldgicas especificas. Alteracbes na
concentracdo de oxigénio impactam a estrutura das lamelas branquiais dos peixes,
influenciando tanto a superficie apical quanto a composicao das células de cloreto e
das células secretoras de muco. Alguns metais, como 0 zinco, promovem a
multiplicacdo das células de cloreto, acelerando a perda de ions pelo epitélio e
dificultando sua absorcdo. Além disso, o nitrito compete com o cloro pelos sitios de
troca de ions CI/HCOs™ 0 que pode ser vista como um mecanismo compensatério para
manter a concentracdo interna de ions cloreto em um nivel constante (LAURENT &
PERRY, 1991).

A hiperplasia surge como resposta a exposicao a impurezas, desencadeando
adaptacdes, como 0 aumento na quantidade de células na base das lamelas. Essas
lamelas secundarias consistem em apenas duas camadas de células epiteliais
dispostas sobre uma membrana basal, sustentadas por células pilares que separam
os capilares lamelares (MELETTI, 2003). A fusdo das lamelas secundarias resulta da
hiperplasia, onde a proliferacéo celular se estende ao longo do filamento (MELETTI,
2003, CAMPOS, 2007). Essas lesdes resultam em um comprometimento significativo
dos canais de 4gua entre os filamentos, levando a uma reducéo da area de superficie
das branquias e ao aumento na barreira a difuséo, proporcionando, assim, uma defesa
contra a exposicdo direta aos contaminantes (MALLATT, 1985). Entretanto, esse
processo compromete a funcdo respiratéria do 6rgdo (MELETTI, 2003;
CANTANHEDE et al. 2014), impactando a manutencdo dos equilibrios acido-base e
osmotico, podendo levar a hipéxia (MALLATI, 1985).

A descamacdo do epitélio foi uma das alteracdes observada com alta
frequéncia nas branquias dos peixes coletados ao sul da foz do rio Doce. Essa leséo
caracteriza-se pela dissociagdo do epitélio pavimentoso simples que reveste as
lamelas da sua membrana basal, resultando na formacdo de areas onde ocorre
acumulo de liquido intersticial (WENDELAAR BONGA, 1997). Por outro lado, no caso
de edema, verifica-se 0 extravasamento de liquido eosinofilico para o espaco
extracelular subepitelial. Ambas essas alteragfes acarretam uma separacgao fisica
entre o epitélio branquial e sua membrana basal. Essa particularidade confere uma
maior resisténcia a superficie branquial, contudo, também pode prejudicar a eficacia
das trocas gasosas e do transporte idnico (WINKALER, SILVA et al., 2001).

As lesbes observadas neste estudo foram semelhantes aquelas encontradas

por Ballotin (2019) ao avaliar branquias de duas espécies de peixes, Geophagus
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brasiliensis (card) (Quoy & Gaimard, 1824) e Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo)
(Linnaeus , 1758), na bacia do rio Doce ap0s o rompimento da barragem em Mariana,
Minas Gerais. Também, apds o rompimento da barragem de Mariana, Bevitorio et al.
(2022) apontaram no estudo que abrange a foz do rio Doce e a regido litoranea
adjacente, lesdes similares a este estudo nas branquias de peixes, como hiperplasia
interlamelar, fusdo das lamelas secundarias e elevacao epitelial. Na estacéo seca de
2019 na foz do rio Doce, em suas coletas, Barbosa (2021) registrou a observacao em
32 exemplares de diversas espécies, incluindo Cynoscion, lesGes frequentes nas
branquias como hiperplasia, fuséo, deslocamento da lamela priméaria e elevagdo do
epitélio.

Conforme observado por Ptashynski et al. (2002), os metais pesados afetam
0s peixes predominantemente por meio de duas vias de entrada distintas: a primeira
ocorre quando os metais entram em contato direto com a superficie das branquias,
através da agua, enquanto a segunda via ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados, ou seja, exposicdo por meio da dieta. Posteriormente, esses metais
sdo transportados pelo sistema circulatorio para atingir 6rgdos-alvo, como o figado e
0S rins.

Dado que o figado é o principal érgdo de metabolizacdo, ele esta sujeito a
exposicao de substancias provenientes do ambiente (GONZALEZ et al., 1993). Em
virtude dos processos de aquisicdo e metabolizacdo, as lesdes observadas no figado
estdo intimamente ligadas a exposicado crbnica as toxinas no ambiente aquatico
(FLORES-LOPES & MALABARBA, 2007). Zelikoff (1998) destaca que os hepatdécitos
sao frequentemente os primeiros a serem afetados pela toxicidade de uma substéancia,
0 que posiciona o figado como um 6rgéo indicativo da poluicdo ambiental, tornando a
analise hepatica uma ferramenta extremamente empregada no biomonitoramento
para avaliar a qualidade da agua em areas possivelmente afetadas.

A presenca de alteragdes nucleares, alteragcao muito frequente identificadas no
figado das espécies do género Cynoscion, denota mudancas visiveis no nucleo,
projetadas pela condensacdo da cromatina e contragcdo do nucleo em resposta a
danos celulares (MUMFORD et al., 2007). A lesédo celular pode progredir até um
estagio em que a célula se torna incapaz de se adaptar, resultando em uma quebra
da homeostase. Isso leva a efeitos histopatolégicos irreversiveis no figado, como a
necrose, também observada com frequéncia nos animais em estudo principalmente

na estacdo chuvosa, que € denominada pelo estado morfolégico de uma célula ou
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tecido ap0s a perda irreversivel da fungéo celular (BERNET et al., 1999; MUMFORD
et al., 2007).

A hipertrofia dos hepatécitos € uma lesdo frequente em todos os pontos
amostrais entre as duas estagbes analisadas. Essa lesédo se manifesta como um
aumento no tamanho das células, responsaveis pelo acréscimo de peso do figado
(ASAOKA et al., 2016). Essa hipertrofia pode ser desencadeada por substancias
quimicas e estd intimamente associada a inducdo de enzimas metabdlicas
(MUMFORD et al., 2007; MARARONPOT et al., 2010). A ativagao dessas enzimas
metabdlicas € geralmente considerada uma resposta adaptativa para a desintoxicacao
de contaminantes (ASAOKA et al., 2016). No entanto, pode ocorrer toxicidade quando
as respostas hepaticas ultrapassam as capacidades adaptativas ou quando as
mudancas ou enzimas provocadas geram metabdlitos prejudiciais influenciados pela
natureza e concentragcdo dos contaminantes (MARARONPOT et al., 2010). De
maneira semelhante ao presente estudo, a hipertrofia dos hepatocitos também foi
documentada por Bevitorio et al. (2022) em peixes coletados na foz do rio Doce
contaminados por metais pesados, onde foram realizadas quatro coletas amostrais ao
longo de dois anos (2018-2020), em periodos sazonais.

Os centros de melanomacrofagos desempenham um papel de suma
importancia na resposta imunologica e tém sido usados como indicadores biolégicos
para a avaliacdo da saude dos peixes e da contaminacdo do ambiente aquatico
(QUALHATO et al., 2018). Os melanomacréfagos representam células de multiplas
funcionalidades que englobam a fagocitose de glébulos vermelhos, células
hematopoiéticas e residuos celulares, desencadeiam a desintoxicacdo de moléculas
tanto exdgenas quanto enddgenas, propiciam o armazenamento de ferro proveniente
da manipulagcédo de glébulos vermelhos e acumulam pigmentos variados, tais como
melanina, lipofuscina e hemossiderina (QUALHATO et al., 2018).

Aléem de sua habilidade para a remocao de residuos e o armazenamento a
longo prazo de substancias toxicas, os melanomacrofagos desempenham funcdes
nas respostas imunes, tanto inatas quanto adaptativas (BRUM et al., 2018). Dessa
forma, a presenca de melanomacrofagos nos figados dos peixes coletados na estacéo
chuvosa ao sul da foz, pode ser atribuida a uma resposta imunologica do organismo,

estando, assim, envolvida na eliminacéo e desintoxicacao de particulas especificas.
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Neste estudo, observou-se que as branquias de espécies do género Cynoscion
exibiram uma maior ocorréncia de alteracdes histopatologicas nos locais ao sul da foz
do rio Doce, juntamente com niveis mais elevados de lesbes nos animais,
especialmente durante a estagdo chuvosa. Conforme indicado pelo monitoramento
continuo pela Rede Rio Doce Mar (RRDM) em 2022, foi notado um aumento
significativo no volume de agua proveniente do rio Doce durante os periodos de chuva,
de outubro a marco. Com isso, essa elevacdo veio acompanhada de uma

contaminacgao persistente por metais dos rejeitos.

Os momentos em que a descarga de sedimentos do rio Doce na regido costeira
se intensifica sdo durante eventos hidrol6gicos em que a vazéo do rio ultrapassa os
1.742 m3/s, atingindo niveis de alta vazado e inundacado. Durante a estacdo chuvosa,
a pluma do rio segue predominantemente na direcdo Sul-Sudoeste, correndo
paralelamente a costa. Esse padrdo é influenciado pelos ventos que geralmente
sopram do Norte-Nordeste (N-NE), pelas correntes na direcdo S-SO. Como resultado
dessas caracteristicas, a dispersdo da pluma teve um impacto direto no aumento da
turbidez, tanto na superficie quanto ao longo da coluna d’agua, e na concentracao de
material particulado em suspenséo ao longo do periodo de monitoramento (RRDM,
2022).

Juntamente com os achados de Costa et al. (2022), onde apontam que a
descarga de sedimentos teve uma tendéncia de deslocamento preferencial para a
regido sul/sudeste do estuério do rio Doce. Além disso, pesquisas documentaram que
durante a estacao chuvosa, 0s rejeitos sdo ressuspensos na coluna d’agua, o que leva
ao aumento da disponibilidade de metais. Como resultado, os niveis de sedimentos
estuarinos se elevam devido as fortes correntes e sedimentacéo, o que favorece a
ressuspensao dos rejeitos e, consequentemente, aumenta a disponibilidade de metais
(GABRIEL et al., 2020; MENDES et al., 2020; COSTA et al., 2022). Como resultado,
houve uma maior disponibilidade de sedimentos nessa area, o que pode explicar o
aumento do indice de lesbes em animais encontrados na regido ao sul da foz (ponto
3).

O aumento significativo no indice de dano hepético observado no ponto 3
durante a estacdo seca pode ser associado a exposi¢do cronica a contaminantes.
Esse tipo de exposicdo pode resultar no desenvolvimento de organismos mais

tolerantes ao longo do tempo (BEVITORIO et al., 2022). Os resultados desse estudo
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indicam que as lesfes hepaticas possivelmente nao se limitaram apenas ao periodo
analisado neste estudo, mas ocorreram em momentos anteriores, até trés anos apés
o desastre. Essa descoberta contribui para a compreensdo do dano morfologico
persistente identificado nos tecidos hepaticos, considerando que o figado é um 6rgéo
especialmente sensivel, e manifesta uma resposta cronica diante da exposi¢cao a
contaminantes (BERNET et al., 1999).

Diante do exposto, mesmo decorridos sete anos desde o desastre de Mariana,
os indices de lesGes nas branquias e figados de peixes das espécies do género

Cynoscion, comumente conhecida como pescadinha, ainda séo significativos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, podemos concluir que mudancas na morfologia das
branquias e nos figados podem ser consideradas como biomarcadores Uteis na
avaliacdo de exposi¢do a contaminantes presentes na agua ou em sedimentos. Com
isso, avaliacdo histopatolégica apresentada neste estudo tém implicacbes
significativas para respaldar e orientar as medidas de recuperacao e preservacao da
vida aquética na regido da foz do rio Doce.

As alteracdes histopatolégicas neste estudo foram semelhantes entre as
estacfes. As lesBes mais frequentes nas branquias foram: elevacdo do epitélio,
hipertrofia, atrofia das lamelas secundarias, hiperplasia com fusdo das lamelas
secundarias e deslocamento da lamela priméaria. Ja no figado foram: hipertrofia,
necrose, hemorragia, alteracdes nucleares e alteracdes citoplasmaticas.

Além disso, a estacdo chuvosa se destacou em maior grau em comparagao
com a estacado seca. Isso pode ser atribuido a ressuspenséao dos residuos na coluna
d'agua, impulsionada pelas correntes intensas e pela sedimentacdo, promovendo a
ressuspensao dos rejeitos e, por conseguinte, elevando a disponibilidade de metais.

Diante do exposto, mesmo decorridos sete anos desde o desastre de Mariana,
os indices de lesdes nas branquias e figados de peixes da espécie Cynoscion,
comumente conhecida como pescadinha, ainda sdo significativos tanto na estacao
seca quanto na chuvosa.

Sendo assim, o biomonitoramento € uma fonte preciosa de dados que embasa
a tomada de decisGes. Ao examinar métricas e padrdes, tém-se a capacidade de

tomar decisdes mais embasadas e estratégicas.
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