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RESUMO

O desastre de rejeitos de mineracdo ocorrido na bacia do rio Doce, em novembro de 2015,
devido ao rompimento da barragem de Fundé&o, na cidade de Mariana— MG, foi um dos maiores
desastres de mineragdo do mundo. Estima-se que foram lancados no ambiente,
aproximadamente, 50 milhdes de m? de rejeitos de mineracéao de ferro, sendo 16 milhGes de m3
carreados pelo rio Doce em direcdo ao mar, chegando na foz do rio Doce. Essa contaminacao
ocasionou a incorporacdo de diversos metais nos corpos hidricos acima das concentraces
permitidas, principalmente de ferro, cromo, manganés, mercurio e cadmio. Em funcgéo do risco
ambiental que os metais podem apresentar ao ambiente aquatico e a biota associada, 0 uso de
biomonitores e biomarcadores fornecem respostas importantes frente a contaminagdo. Este
estudo propds verificar alteragdes na morfologia branquial e testicular de peixes coletados na
regido marinha adjacente a foz do rio Doce, utilizando anélises histopatoldgicas. Trinta e dois
exemplares foram coletados nos meses de setembro/outubro de 2019, com o auxilio de redes
de arrasto, em trés regides, com dois pontos de coleta cada localizados na foz do rio Doce. Apds
a coleta, os peixes foram identificados, anestesiados, eutanasiados e dissecados para coleta das
branquias e testiculos. Os orgdos foram processados para microscopia de luz. Os indices de
lesdo das branquias e do animal apresentaram diferencas significativas, entretanto os indices de
lesdo de testiculos ndo foram significativos quando comparados os diferentes setores. Os
animais avaliados no regido localizada ao centro da foz apresentaram os maiores indices de
lesdo branguial em relacdo ao regido norte e sul da foz. Além disso, notou-se que 0s animais
mais lesionados (indice de lesdo do animal), foram os animais coletados no centro da foz. As
alteracdes histopatoldgicas observadas nas branquias foram aneurisma, descamacéo do epitélio,
deslocamento da lamela primaria, fusdo das lamelas secundarias, atrofia das lamelas
secundarias, hipertrofia e hiperplasia das lamelas secundarias Ja nos testiculos, observou-se
alteracOes estruturais nos cistos, vacuolizagdes citoplasmaticas, atrofia, necrose, hipertrofia e
hiperplasia. As lesdes morfoldgicas observadas nas branquias e nos testiculos sugerem danos
ambientais na regido da foz do rio Doce, ap6s o rompimento da barragem de Fundéo, além do
comprometimento destes Orgdos. Assim, a histologia como biomarcador dos danos
morfolégicos em branquia e testiculo de peixes obtidos neste estudo subsidia a tomada de
decisbes para a escolha destes érgdos serem utilizados como biomarcador dos contaminantes
aquaticos.

Palavras-Chave: metal, ecotoxicologia, mineragdo, biomonitoramento.
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ABSTRACT

The mining waste disaster that occurred in the Doce River basin in November 2015, due to the
rupture of the Fundao dam in the city of Mariana - MG, was one of the largest mining disasters
in the world. It is estimated that approximately 50 million m® of iron mining waste were released
into the environment, 16 million m® of which were carried by the Doce River towards the sea,
reaching the mouth of the Doce River. This contamination caused the incorporation of several
metals into water bodies above the permitted concentrations, mainly iron, chromium,
manganese, mercury and cadmium. Due to the environmental risk that metals can present to the
aquatic environment and the associated biota, the use of biomonitors and biomarkers provide
important responses to contamination. This study proposed to verify changes in the branchial
and testicular morphology of the fishes collected in the marine region adjacent to the mouth of
the Doce River, using histopathological analysis. Thirty-two specimens were collected in
September/October 2019, with the help of trawls, in three regions, with two collection points
each located at the mouth of the Doce River After collection, the fish were identified,
anesthetized, euthanized and dissected for collection of gills and testicles. The organs were
processed for light microscopy. The rates of lesion of the gills and animal showed significant
differences, however the rates of testicular injury were not significant when comparing the
different sectors. The animals evaluated in the region located in the center of the mouth of the
mouth presented the highest rates of branchial lesion in relation to the north and south of the
mouth. In addition, it was noted that the most injured animals (animal injury index) were the
animals collected in the center of the mouth. The histopathological changes observed in the
gills were aneurysm, desquamation of the epithelium, displacement of the primary lamella,
fusion of the secondary gills, atrophy of the secondary gills, hypertrophy and hyperplasia of the
secondary gills. In the testicles, structural changes were observed in the cysts, cytoplasmic
vacuolizations, atrophy, necrosis, hypertrophy and hyperplasia. The morphological lesions
observed in the gills and testicles suggest environmental damage in the mouth of the Doce River
region, after the rupture of the Funddo dam, in addition to the involvement of these organs.
Thus, the histology as a biomarker of morphological damage in gills and testis of fish obtained
in this subsidian study is decision-making for the choice of these organs to be used as biomarker
of aquatic contaminants.

Keywords: metal, ecotoxicology, mining, biomonitoring.
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1.  INTRODUCAO GERAL

1.1 FOz DO RIO DOCE

O rio Doce localiza-se na regido Sudeste do Brasil entre os estados de Minas
Gerais e Espirito Santo. Com cerca de 875 km de extensdo, representa a bacia
hidrografica mais importante da regido (ANA, 2001). A foz do rio Doce desagua no
oceano Atlantico, localizada na Vila de Regéncia, Linhares-ES, apresenta caracteristicas
peculiares, como a formacdo de um delta destrutivo, um estuario projetado sobre a &rea
marinha contigua sem a ocorréncia de manguezais na sua porc¢ao interna, dada a grande
vazdo do rio que dificulta a penetracdo de agua do mar (ALBINO, 1999; PINHEIROS,
2014).

A regido se encontra numa zona de grande produtividade, o que leva a ser
considerada de extrema importancia ecolégica (SCHMID et al., 1995). H& uma
diversificada fauna aquatica, onde predominam espécies dulciaquicolas na porcao interna
da foz, além de alta produtividade bioldgica sobre a plataforma continental interna,
proporcionada pelo aporte de nutrientes provenientes das dguas do rio Doce, 0 que garante
uma consideravel abundéancia e diversidade de espécies (IPEMA, 2009).

Esta abundancia suporta estogues pesqueiros de grande relevancia econémica e
social, sendo explorados tanto pela pesca artesanal e de pequena escala praticadas pelas
comunidades locais, quanto por frotas industriais provenientes de outras regides do
Estado, do sul e sudeste do Brasil (IPEMA, 2009; LIMA, 2015). Entretanto, a foz do rio
Doce apresenta caracteristicas de impacto por efluentes industriais, pois sdo corpos de
agua que estdo na area de abrangéncia das grandes industrias localizadas na bacia
(VIOLA; ALMEIDA; BARBOSA, 2016).

O rompimento da barragem de contencdo de rejeitos de Fund&o, localizada no
distrito de Bento Rodrigues (Mariana — MG), em novembro de 2015, foi um dos maiores
desastres de mineracdo do mundo (CORDEIRO et al., 2019). Estima-se que foram
langados no ambiente, aproximadamente 50 milhdes de m3 de rejeitos de mineracéo de
ferro, sendo 16 milhdes de m? carreados pelo rio Doce em direcdo ao mar (DIAS et al.,
2018). Estes contaminaram 550 km do rio Doce nos estados de Minas Gerais e Espirito
Santo até o Oceano Atlantico (ANDRADE et al., 2018; RENOVA, 2017). Essa
contaminacédo deu-se predominantemente pela incorporacdo de metais pesados que sao,
de um modo geral, nocivos aos seres vivos e ecossistemas (CARVALHO et al., 2017;
DIAS et al., 2018).



1.2 CONTAMINACAO DOS CORPOS HIDRICOS POR METAIS

A extracdo mineral € um setor importante no desenvolvimento do pais, sendo
fundamental para varios segmentos industriais (DUARTE, 2008; CARVALHO et al.,
2012). A mineracdo € uma das atividades mais primitivas exercidas pelo homem como
fonte de sobrevivéncia e producdo de bens sociais e industriais, além disso, a forma de
extrair os bens minerais tem sido aprimorada nos Gltimos cinquenta anos. Entretanto, a
atividade gera uma grande quantidade de residuos, que devem ser geridos adequadamente
para minimizar os impactos ambientais dessa atividade (CARVALHO et al., 2017).

A utilizacdo de barragens de rejeitos em atividades de mineracdo € uma das formas
de controle de residuos e apresentam bons resultados quando bem executadas
(MACHADO, 2007). No entanto, é necessario a manutencdo das barragens em processo
de envelhecimento até o encerramento das atividades da mina. Visto que, quando mal
dimensionadas ou executadas, essas estruturas de contencdo podem se romper, tornando-
se um agente de danos ambientais que, além de impactar a fauna e flora, podem levar a
destruicdo da infraestrutura da sociedade proxima ao local e a perda de vidas humanas
(DUARTE, 2008).

A cidade de Mariana, em Minas Gerais, faz parte do quadrilatero ferrifero, regido
de intensa atividade mineradora, onde, em novembro de 2015, ocorreu 0 rompimento da
barragem de contencéo de rejeitos de Fundao, citado anteriormente. Ap6s o rompimento,
aspectos referentes a qualidade da agua do rio Doce foram alterados, como: turbidez,
parametros fisico-quimicos e alteracBes nas concentracdes de metais pesados (IBAMA,
2015, IBRAM, 2016).

No que tange a turbidez da &gua, refere-se a um parametro chave no
monitoramento da qualidade de &guas superficiais, devido a sua relacdo com a
concentracdo de material em suspensdo e sua influéncia na ecologia do ambiente aquético
(GORANSSON et al., 2013; VIOLA; ALMEIDA; BARBOSA, 2016). A turbidez pode
atenuar a penetracdo da luz na coluna d'agua e, assim, reduzir a sua transparéncia, de
modo a prejudicar a fotossintese das algas e plantas aquéaticas submersas (MEDEIRQOS,
2015), além disso promove 0 aumento da sobrevivéncia de bactérias por fornecerem fonte
de nutricdo e reduzirem a quantidade de luz do sol que penetra na agua, impactando os
animais que ali habitam (SIMOES, 2003).

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos, destaca-se 0 pH e a condutividade
elétrica (IBAMA, 2015), esses sao fortes indicadores da degradacao dos corpos de agua

(VIOLA; ALMEIDA; BARBOSA, 2016). O aumento da participagdo antropica na
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degradacdo ambiental do ecossistema, proporcionam alteracdes no indices de pH e
condutividade elétrica, pois sdo variaveis que denunciam a presenca de compostos
quimicos no meio aquético, além de metais tragos (SALES et al., 2009).

Os organismos vivos podem bioacumular metais, incorporando-os na cadeia
trofica e atingindo grande parte dos diferentes extratos que constituem os ecossistemas
aquaticos (BURATINI; BRANDELLLI, 2006). Dessa forma, é importante destacar que 0s
metais pesados sdo caracterizados como elementos tragos, que sdo aqueles que, em
condigbes naturais, estdo presentes, mas em concentragdes muito baixas (DIAS et al.,
2018). Embora muitos deles sejam necessarios aos diversos organismos, a presenca
desses elementos em altas concentrag¢fes nos corpos hidricos tornam-se toxicos, gerando
impactos significativos na sade humana e na biota aquética e danificando os sistemas
bioldgicos, devido as suas caracteristicas acumulativas (RIBEIRO et al., 2012; DIAS et
al., 2018).

Os metais comumente encontrados no ambiente aquatico incluem aluminio (Al),
cromo (Cr), cadmio (Cd), cobre (Cu), molibdénio (Mo), niquel (Ni), cobalto (Co),
manganés (Mn), ferro (Fe), chumbo (Pb), mercurio (Hg), e zinco (Zn). Esses metais, em
altas concentracdes, podem alterar o desenvolvimento dos organismos (SILVA, 2005) e,
principalmente, por serem metais que sao influenciados no que tange a potencialidade
toxica, quando ocorrem alteracGes de pH, temperatura e oxigénio dissolvido.

Desse modo, Dias et al (2018), ao avaliar a qualidade das aguas do rio Doce
através das concentracdes de arsénio total (As) e dos metais aluminio dissolvido (Al),
cadmio total (Cd), chumbo total (Pb), cobre dissolvido (Cu), cromo total (Cr), ferro
dissolvido (Fe), manganés total (Mn), mercurio total (Hg), niquel total (Ni) e zinco total
(Zn), observaram que a concentracdo de alguns metais foi potencializada no periodo
imediato ap6s o rompimento da barragem, principalmente em relacdo a alguns elementos
como ferro, manganés, mercurio (Hg), niquel, zinco (Zn), aluminio (Al) e arsénio (As).

Os metais possuem a capacidade de se perpetuarem nos ambientes aquaticos, na
forma adsorvida ou mesmo precipitados, ocasionando diversos impactos de forma aguda,
que ocorrem numa curta escala temporal, até efeitos a longo prazo decorrentes da
contaminacdo crbnica, mesmo quando em baixas concentra¢fes, incluindo-se a
bioacumulagéo e a biomagnificagdo ao longo da cadeia tréfica (BURD, 2002; CACCIA
et al., 2003; SILVA et al., 2007; JOSEFSON et al., 2008; POLETO, 2008)

De acordo com Fernandes et al. (2016), os metais como ferro, chumbo, cobre e
cromo detectados na dgua ap0s o rompimento da barragem de Fundao, foram maiores que

0s niveis aceitaveis pela legislagdo. Especialmente na foz do rio Doce, 0s metais
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encontrados em concentracBes acima das permitidas foram: ferro, cromo, manganés,
mercurio e cddmio (QUEIROZ et al., 2018; GABRIEL et al., 2020). Dessa forma, é
importante destacar os impactos que 0s metais supracitados podem causar na ictiofauna
exposta a esses contaminantes.

O ferro (Fe) é um dos metais mais conhecidos, esta associado ao transporte de
oxigénio através da hemoglobina, sendo considerado um dos elementos mais importantes
para os peixes (MEDEIROS, 2010). O excesso de ferro nas &guas do rio Doce €
caracterizado por elevada coloragdo e turbidez baixa, afetando os organismos aquaticos
no que tange aos mecanismos imunologicos, pode provocar distarbios endocrinos e
cardiovasculares (CARVALHO et al., 2017), além de incapacitar o transporte de
oxigénio.

A contaminacdo de ambientes aquaticos por manganés (Mn) é amplamente
associada com acGes antropogénicas. Esse metal pode ser encontrado em residuos de
mineracdo, em esgoto doméstico e residuos produzidos por industria de celulose
(CEOLIN, 2010). Embora pequenas quantidades de manganés sejam necessarias e
benéficas para o corpo, foi demonstrado que o0 excesso pode causar graves problemas
(PONNAPAKKAM et al., 2003), ja que concentracbes mais elevadas deste metal sdo
neurotoxicas e podem aumentar a concentracao plasmatica de testosterona e aumento de
estradiol (KIDA et al., 2016). Segundo Maia (2017), analisando a qualidade do rio Doce
apos o desastre de Mariana, Minas Gerais, verificou alto teor de manganés dissolvido em
dois trechos do rio.

O cromo (Cr) € raramente encontrado em aguas naturais, porém, a contaminacgéo
do ambiente aquéatico pode acontecer devido as descargas de efluentes industriais.
Quando isso ocorre, os efeitos sobre os peixes sdo brandos, pois estes suportam bem o0s
compostos de crdmio, porém, as demais formas de vida aquética apresentam grande
sensibilidade ao metal, afetando, principalmente, a reproducdo (MARTINS, 2004).

O mercurio (Hg) € outro metal com caracteristica acumulativa e pode atingir
concentracdes muito elevadas, causando graves efeitos deletérios ao meio ambiente. A
toxicidade do mercurio aumenta com a temperatura e diminui com a dureza da agua e €
menos acentuada em sistemas estaticos, como lagos e reservatérios, do que em rios com
fluxo constante de agua (BOENING, 2000). Contudo, os efeitos toxicos do mercurio
variam de acordo com a espécie considerada, 0 tempo e 0 modo de exposicao, além do
desenvolvimento de resisténcia fisiologica por parte do animal contaminado. Estudos
com o Danio rerio mostraram que o mercurio pode provocar alteragdes histoldgicas e na

atividades de enzimas antioxidantes em génadas, além da diminuicao de testosterona nos
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testiculos (ZHANG et al., 2018). Outro estudo destaca o retardo na espermatogénese
(WANG et al., 2016).

O cadmio (Cd) é um metal muito utilizado em estudos de toxicologia, devido ao
aumento significativo da sua concentragdo no ambiente, resultante da crescente
acumulacdo de residuos industriais e domésticos (WRIGHT & WELBOURN, 1994;
GOERING et al., 1995). Sabe-se que a presenca do Cd em concentragdes elevadas pode
originar a desova prematura, um atraso no crescimento e o aumento da mortalidade em
peixes (GARCIA-SANTOS, 2007). Além disso Rodrigues et al. (2019) observaram que
0 cadmio, provoca alteracdes morfolégicas e hormonais, como a reducdo do nivel

esteroidal e alteracdes espermaticas, que reduz o sucesso reprodutivo.

1.3 BIOMONITORES E BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO
AMBIENTAL

O uso de biomonitores e biomarcadores na avaliagdo da toxicidade de compostos
quimicos de origem antropica em areas impactadas vem crescendo nas ultimas décadas
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; CONDESSA, 2009; ABDALLAH et al., 2019). O
termo biomonitor pode ser reconhecido como sendo organismos abundantes, tolerantes a
contaminacdo ambiental, com ampla distribuicdo, que possuem tempo de vida longo e
sdo faceis de identificar e amostrar (ECA et al., 2012). Dessa forma, organismos
pertencentes ao topo da cadeia alimentar sdo comumente utilizados por possuirem
intrinseca relacdo com toda a cadeia inferior, indicando respostas de efeitos crénicos,
acumulativos e persistentes no nivel de cadeia, além de efeitos diretos no nivel do
individuo (LINS et al., 2010).

E expressivo o nimero de trabalhos que indicam o0s peixes como excelentes
modelos para avaliar o estado de salde dos ecossistemas aquaticos (GUNDERSEN et al.,
2000; PACHECO & SANTOS, 2002; THOPHON et al., 2003; BARCAROLLI,
MARTINEZ, 2004; CONDESSA, 2009; LINS et al., 2010; STOLIAR et al., 2012;
DANE E SISMAN, 2015; PASCHOALINI et al., 2019; PEREIRA, DOS SANTOS;
SANCHES FILHO, 2019; MACEDO et al., 2020).

Os peixes ocupam niveis troficos elevados na cadeia alimentar e sdo passiveis de
acumular altos teores de substancias por biomagnificacdo. Considerando-se que muitos
animais, como répteis, aves e mamiferos, alimentam-se de peixes e que estes também sédo
fonte de alimento importante para todos 0s povos, a contaminagdo desses animais pode
colocar em risco uma série de outros organismos, além da saude humana (MELETTI,
2003; OBAROH et al., 2015).



A maioria dos metais absorvidos pelos tecidos dos peixes encontra-se na forma
ibnica e a entrada destes ions através das branquias ocorrem, predominantemente, por
difusdo. Além disso, possuem outras vias de absorcao de metais, que séo a alimentacéo e
a ingestao de &gua, sendo que esta Ultima é mais preponderante nos peixes marinhos, que
necessitam ingerir quantidades maiores de agua do que os individuos de agua doce
(HEATH, 1987; MELETTI, 2003). Esses metais podem acumular nos diferentes 6rgaos,
como branquias, figado, rim, intestino, génadas e musculos (OLIVEIRA, 2013).

O presente trabalho utiliza comunidades de peixes como biomonitores para a
avaliacdo da toxicidade na foz do rio Doce. Dessa forma, é importante destacar o conceito
de comunidades. Segundo, Odum (2004), comunidades € um conjunto de populac@es que
funcionam como uma unidade integradora, por meio de transformagfes metabdlicas co-
evolutivas numa dada &rea de habitat fisico.

As vantagens do uso de comunidades de peixes como indicadoras bioldgicas ja
foram enumeradas por alguns autores (KARR, 1981; SIMON & LYONS, 1995;
BARBOUR et al., 1999; FLOTEMERSCH et al., 2006; DUFECH, 2009). Sendo assim,
as principais vantagens sdo: 1) Comunidades de peixes geralmente incluem espécies que
representam variadas categorias troficas, como onivoros, herbivoros, insetivoros,
planctivoros, piscivoros, entre outros, e utilizam alimentos de origem terrestre e aquatica;
2) Sua posic¢do no topo da teia alimentar aquatica, quando comparada com organismos de
niveis tréficos mais baixos, oferece uma visdo integrada do corpo hidrico; 3) As
comunidades de peixes sdo persistentes e se recuperam rapidamente dos disturbios
naturais; 4) Substancias contaminadoras geralmente produzem deformidades
morfologicas facilmente identificaveis que podem ser utilizadas como indicadores; 5) Os
peixes tém valor cultural, econémico e social, permitindo que o publico em geral possa
entender e sentir-se envolvido com as condigdes das comunidades de peixes, e denunciar
acontecimentos negativos relacionados a elas. Além de serem consumidos por humanos,
0 que permite medir o risco ecoldgico e a satde publica.

Os biomarcadores constituem uma abordagem eficiente nos estudos de avaliagdo
de risco e impacto ambiental, pois sdo considerados ferramentas integradoras,
complementares as analises quimicas e ecotoxicoldgicas (VIEIRA et al., 2019), além
disso, detectam de forma precoce os efeitos reais que estdo ocorrendo aos seres vivos em
situacOes de exposicdo a ambientes contaminados (FREIRE et al., 2008).

Em especial, os biomarcadores histopatologicos séo utilizados para documentar e
quantificar tanto a exposi¢éo quanto o efeitos dos poluentes para as fungdes vitais dos

organismos expostos (PACHECO & SANTOS, 2002; VEIGA et al., 2002; MELETTI et
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al., 2003; RIBEIRO et al., 2012) e sdo considerados mais sensiveis que 0s parametros
relacionados apenas com o crescimento ou reproducdo do individuo (BERNET et al.,
1999).

1.3.1 BRANQUIAS

A branquia € um érgéo responsavel por func@es vitais na vida dos peixes, como
respiracdo, osmorregulacdo e excre¢cdo de compostos nitrogenados, por apresentarem
sitios de trocas gasosas, regulacdo ibnica-osmotica e equilibrio &cido-basico (GARCIA-
SANTOS et al., 2007). As branquias estdo localizadas na cavidade opercular e sdo
formadas por filamentos, ou lamelas primarias, dispostas em arcos duplos ao longo do
0ss0. Os arcos duplos divergem em filamentos branquiais nos quais se inserem duas
fileiras de lamelas secundéarias (VIERGENS et al., 2015). Cada filamento branquial
possui duas artérias, um vaso aferente, que vai do arco branquial até a ponta do filamento,
e um vaso eferente, o qual retorna o sangue para o arco.

As lamelas secundérias séo ricamente vascularizadas, revestidas por um epitélio
pavimentoso simples sustentado por células pilares, as quais formam lacunas por onde se
inserem os capilares sanguineos (BARRETO, 2007). Sdo responsaveis pelas trocas
gasosas (hematose), além de ser o primeiro local de excrecdo, exercendo um importante
papel no balango i6nico (BALDISSEROTTO, 2002).

Revestindo o arco branquial, os rastros, os filamentos branquiais e as regides
interlamelares, encontram-se o epitélio branquial. Esse epitélio é estratificado e composto
por diversos tipos celulares, incluindo as células pavimentosas, as células secretoras de
muco e as células de cloreto além de botdes gustativos e células de suporte ndo
diferenciadas (FILHO et al., 2014).

As células pavimentosas constituem a maior parte da superficie branquial,
apresenta aparéncia semelhante a impressdes digitais devido as suas cristas dispostas
circularmente, que ampliam a superficie celular, aumentando a transferéncia gasosa
(VIERGENS, 2015).

As celulas mucosas situam-se preferencialmente na porcéao basal dos filamentos e
nas regides interlamelares. O muco, produzido por estas células, apresenta funcGes de
lubrificacdo, protecdo do tecido contra microrganismos patogénicos e a resisténcia a
doencas e substancias toxicas (BERNET et al., 1999).

Por sua vez, as células de cloreto sdo grandes, encontram-se esparsas
preferencialmente na regido basal das lamelas, mas também podem ser encontradas na

regido apical, sdo ricas em mitocdndrias e atuam em processos de transporte ativo de ions



(FILHO et al., 2014). Outros tipos celulares podem ser encontrados na base dos
filamentos branquiais, como melandcitos, macréfagos e linfocitos.

A Figura 1 esboca as caracteristicas histoldgicas das branquias dos teledsteos.

, %,
"W % % W »
Figura 1: Filamento branquial, corte transversal, H&E (barra = 16.7 um) 1) lamela primaria; 2)
lamela secundaria; 3) célula epitelial; 4) célula mucosa; 5) célula pilar; 6) Ilimen capilar (lacuna);
7) eritrocitos na luz do capilar; 8) célula de cloreto; 9) célula basais. Fonte: Adaptado de

YONKOQOS, 2000.

O contato direto das branquias com o ambiente aquatico, principalmente para
trocas gasosas (O2/COz), permite que estas sejam um excelente indicador e utilizadas para
estudos de contaminacdo ambiental (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002; BARRETO,
2007).

Alteracdes morfoldgicas nas branquias podem representar um biomarcador das
exposi¢des agudas & contaminacdo ambiental por metais, devido ao contato constante
com 0s contaminantes presentes na agua ou sedimento (WINKALER et al., 2001;
TKATCHEVA et al., 2004).

Dessa forma, na presenca de contaminacdo no ambiente aquatico, as branquias
podem apresentar diversas alteracGes patoldgicas indicativas, segundo Mallat (1985) e
Bernet et al. (1999) as mais comuns sdo: necrose, hiperplasia, hipertrofia das células
epiteliais, ruptura do epitélio branquial, hipersecrecdo de muco, descolamento do epitélio,
fusdo lamelar, , aneurisma lamelar, congestéo vascular, proliferacéo de células secretoras

de muco e de células de cloreto.

1.3.2 TESTICULOS

Os testiculos dos teleosteos sdo orgdos pares, alongados, situados na regido dorsal

do abddmen, abaixo da bexiga natatdria, encontram-se revestido externamente por uma
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fina capsula fibrosa de tecido conjuntivo que se estende para o interior, denominada,
tunica albuginea. Ramificacdes da tunica albuginea estendem-se pelo corpo da génada
formando tabulos seminiferos ou lI6bulos onde se alojam células sexuais em diferentes
estagios de desenvolvimento (espermatogbnias, espermatocitos, espermatides e
espermatozdides) e as células de Sertoli (NEZZI, 2015).

Os tubulos seminiferos sdo compostos por epitélio seminifero e o lumen tubular.
O epitélio seminifero é formado pelas células de Sertoli e células germinativas, que se
dividem em espermatogonias, espermatdcitos | e Il e espermatides, enquanto que os
espermatozoides estdo localizados no lamen tubular. Internamente, os tabulos
seminiferos de peixes sdo organizados em cistos delimitados por células de Sertoli,
importantes na regulacdo da barreira testiculo-sangue, na nutricdo das células
germinativas e na fagocitose de corpos residuais. Entre os tubulos seminiferos encontra-
se o tecido intersticial, constituido por tecido conjuntivo frouxo, além das células de
Leydig (também denominadas células intersticiais, envolvidas na producéo de horménio)
e de vasos sanguineos. O conjunto de células somaticas (germinativas), células de Sertoli,
Leydig e demais células que sdo encontradas na regido intersticial compGe o testiculo
(Figura 2A) (SCHULZ et al., 2010; RUPIK et al., 2011; NEZZI, 2015).

A espermatogénese dos peixes, similarmente aos vertebrados, pode ser dividida
em trés etapas principais: a etapa proliferativa, caracterizada por répidas divisdes
mitdticas sucessivas das espermatogonias; a etapa de divisdes meidticas responsaveis pela
formacédo dos espermatdcitos e espermatides; e a etapa de diferenciacdo das espermatides
em espermatozoides (Figura 2 C) (NOBREGA et al., 2009). As células germinativas
estdo organizadas de forma cistica, na qual os cistos de espermatogonias sao inicialmente
formados por uma Unica espermatogdnia que prolifera por divisdo mitotica, sendo que as
células filhas permanecem ligadas entre si por pontes citoplasmaticas responsaveis pela
forma sincronica do desenvolvimento destas células germinativas (Figura 2A e B)
(ALMEIDA et al., 2008; NOBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010).

As espermatogonias sao classificadas em espermatogonias do tipo A, as maiores
células da linhagem germinativa, com um grande nucleo, de contorno irregular cercado
por grande volume de citoplasma. Estas espermatog6nias se dividem formando novas
espermatogOnias, sendo consideradas como células-tronco do testiculo. As
espermatogdnias do tipo B sdo menores, com nucleos mais esféricos, sendo estas as
espermatogdnias que dardo origem aos espermatocitos e por fim, aos 32 espermatozoides
(Figura 2 C). (NOBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010, RUPIK et al., 2011).
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Figura 2: Organizagdo basica do testiculo dos teledsteos. Secgdo transversal semifinal de
testiculo evidenciando tubulos seminiferos (delimitados em amarelo) compostos por cistos
germinativos (CG) (delimitados em preto), corado com azul de toluidina. ((A) Representacdo
esquematica de um tubulo seminifero composto por cistos germinativos em diferentes estagios da
espermatogénese; (B ) Esquemas com secgdes de testiculo representando as diferentes fases da
espermatogénese em peixes (C) Eg, espermatogbnia; Ec, espermatécitos; Et, espermatide; Ez,
espermatozoides; I, intersticio; L, limen; LB, lamina basal, Le, células de Leydig; Se, células de
Sertoli, VS, vasos sanguineos,. Barras de escala em A = 100 um; C = 10 um. Fonte: adaptado de
NEZZI, 2015.

O testiculo € um oOrgdo utilizado como biomonitor de exposicdo crbénica a
contaminacdo ambiental por metais, pois quando 0s peixes estdo expostos a uma ampla e
variada gama de substancias podem resultar em potenciais causadores de desregulagédo
endocrina (NEZZI, 2015). Caso tenham seus mecanismos de acdo alterados podem
resultar em danos ainda mais graves ao sistema reprodutor, prejudicando todo
desenvolvimento de geragOes futuras, e, afetando, assim, diretamente o ecossistema
envolvido (RODRIGUES et al., 2019).

Devido a fecundacdo externa de alguns peixes, 0s espermatozoides sdo células
altamente atingidas pelos contaminantes aquaticos. Barillet et al. (2010) e Acosta et al.,
(2016) mostraram alteracbes morfologicas nas células espermaticas, aumento da
peroxidacao lipidica e alteracbes na maturacdo espermatica de Danio rerio expostos ao

uranio e cadmio, tais alterac6es resultaram em problemas na fertilizacéo.
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Para alguns metais, 0 mecanismo de acdo envolvido na toxicidade reprodutiva ja
foi descrito, como por exemplo, o0 cddmio, que gera alteracdes morfoldgicas e hormonais,
como a reducdo do nivel esteroidal e alteragdes espermaticas. Entretanto, sabe-se que a
mistura composta de variados metais pode causar danos ainda mais graves ao sistema
reprodutor (DRIESSNACK et al., 2017; ZHENG et al., 2019), e assemelha-se aos efeitos
causados nos animais que encontram-se no meio ambiente em regiGes contaminadas por
estas substancias (PASCHOALINI et al., 2019). E recomendada a avaliagio de alguns
parametros para verificar a capacidade reprodutiva de peixes, principalmente estudos
relacionados a histopatologia de gonadas (SEGNER, 2011).

Sendo assim, € importante que se avalie 0s impactos que 0s metais presentes na foz
do Rio Doce podem causar na morfologia das branquias e nos testiculos, 6rgaos que
indicam exposi¢do aguda e cronica, respectivamente, aos contaminantes ambientais, e
que sdo essenciais na fisiologia da respiracdo e reproducdo dos peixes, para ganho de
conhecimento técnico-cientifico para auxilio na tomada de decisGes em possiveis

avaliacdes por parte dos 6rgdos responsaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Avaliar os danos histopatologicos nas branquias e testiculos de peixes
provenientes da regido marinha adjacente a foz do Rio Doce, Linhares-ES apds o

rompimento da barragem de rejeitos de Funddo, Mariana-MG.

3.2 ESPECIFICOS:

Avaliar, qualitativamente e quantitativamente, a histopatologia de branquias e testiculos
de peixes coletados na regido marinha adjacente a foz do rio Doce;
Comparar os possiveis danos histopatolégicos entre os diferentes setores amostrais

localizados na regido marinha adjacente a foz do rio Doce.
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4. RESULTADOS:

Os resultados seréo apresentados no manuscrito intitulado como “Histopatologia
de branquias e testiculos de peixes da regido marinha adjacente a foz do rio Doce,

Linhares/ES apés o rompimento da barragem de Fundao.”
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RESUMO

A extracdo mineral € um setor importante no desenvolvimento do pais, sendo
fundamental para varios segmentos industriais. Entretanto, a atividade gera uma grande
quantidade de residuos, que devem ser geridos adequadamente para minimizar 0s
impactos ambientais dessa atividade. Em novembro de 2015, com o rompimento da
barragem de Funddo, na cidade de Mariana — MG, foram langados no ambiente
aproximadamente 50 milhdes de m3 de rejeitos de mineracéo de ferro, sendo 16 milhdes
de m3 carreados pelo rio Doce em direcdo ao mar, chegando na foz do rio Doce
aproximadamente 17 dias apds o rompimento. Diversos metais pesados foram
incorporados nos corpos hidricos em concentragdes acima das permitidas, principalmente
de ferro, cromo, manganés, mercurio e cadmio. Em funcdo do risco ambiental que os
metais podem apresentar ao ambiente aquatico e a biota associada, o uso de biomonitores
e biomarcadores fornecem respostas importantes frente a contaminacdo. Este estudo
propos verificar alteragfes na morfologia branquial e testicular de peixes da foz do rio
Doce, utilizando analises histopatoldgicas. Seis pontos amostrais localizados proximos a
foz do rio Doce, na regido marinha do Espirito Santo, foram amostrados. Trinta e dois
exemplares foram coletados nos meses de setembro/outubro de 2019, com o auxilio de
redes de pesca e tarrafas. Apos a coleta, os exemplares foram identificados, anestesiados,
eutanasiados, as branquias e os testiculos coletados. Os 6rgdos foram processados para
microscopia de luz. Os indices de lesdo das branquias e do animal apresentaram
diferencas significativas, entretanto os indices de lesdo de testiculos ndo foram
significativos quando comparados os diferentes setores. Os animais avaliados no regido
localizado ao centro da foz apresentaram os maiores indices de lesdo branquial em relagdo
ao regido norte e sul da foz. Além disso, notou-se que 0s animais mais lesionados (indice
de lesdo do animal), foram os animais coletados no centro da foz. As alteragdes
histopatoldgicas observadas nas branquias foram aneurisma, descamacdo do epitélio,
deslocamento da lamela priméria, fusdo das lamelas secundarias, atrofia, hipertrofia e
hiperplasia. J& nos testiculos, observou-se alteragGes estruturais nos cistos, vacuoliza¢des
citoplasmaticas, atrofia, necrose, hipertrofia e hiperplasia. As lesdes morfoldgicas
observadas nas branquias e nos testiculos sugerem alteracbesambientais na regido da foz
do rio Doce, apos o rompimento da barragem de Funddo, além do comprometimento
destes 6rgdos. Assim, a histologia como biomarcador dos danos morfologicos em
branquia e testiculo de peixes obtidos neste estudo subsidia a tomada de decisdes para a
escolha destes érgdos serem utilizados como biomonitor dos contaminantes aquaticos.

Palavras-Chave: metais pesados, ecotoxicologia, mineracdo, biomonitoramento.
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INTRODUCAO

A extracdo mineral é um setor importante no desenvolvimento do pais, sendo
fundamental para varios segmentos industriais (DUARTE, 2008; CARVALHO et al.,
2012). Entretanto, a atividade gera uma grande quantidade de residuos, que devem ser
geridos adequadamente para minimizar os impactos ambientais dessa atividade
(CARVALHO et al., 2017).

A barragem de Funddo, pertencente ao complexo de mineragdo sob
responsabilidade administrativa da empresa Samarco Mineracdo S/A, localizada no
distrito de Bento Rodrigues, municipio de Mariana, em Minas Gerais, foi construida para
depdsito de contencdo dos residuos gerados durante o processo de extracdo de minério de
ferro.

Segundo Pedrosa (2017), a barragem estava classificada como Classe C, com base
na classificacdo realizada pelo Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM)
através da Politica Nacional de Seguranca de Barragens, ou seja, em uma categoria de
risco baixo, mas com um dano potencial associado alto. No entanto, em novembro de
2015, ocorreu o rompimento da barragem, ocasionando o langcamento no ambiente de
aproximadamente 50 milhdes de m3 de rejeitos de mineracéo de ferro, sendo 16 milhdes
de m3 carreados pelo rio Doce em direcdo ao mar (DIAS et al., 2018). Estes contaminaram
550 km do rio Doce nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (RENOVA, 2017;
ANDRADE et al., 2018), chegando na foz do rio Doce, aproximadamente 17 dias ap6s o
rompimento. A foz do rio Doce é uma zona de grande produtividade biol6gica
proporcionada pelo aporte de nutrientes provenientes das aguas do rio Doce, 0 que garante
uma consideravel abundancia e diversidade de espécies (IPEMA, 2009) e espalhando pelo
Oceano Atlantico.

Essa contaminacdo deu-se predominantemente pela incorporacdo de metais
pesados que sdo, de um modo geral, nocivos aos seres Vivos e ecossistemas
(CARVALHO et al., 2017; DIAS et al., 2018). Segundo Queiroz et al. (2013) e Gabriel
et al. (2020), os rejeitos provenientes do rompimento da barragem de Fund&o encontrados
na agua da foz do rio Doce eram compostos principalmente por ferro, cromo, manganés,
mercurio e cAdmio em concentragdes acima das permitidas de acordo com a Resolucao
CONAMA 357/05 (CONAMA, 2005).

Em funcdo do risco ambiental que a emissdo dos metais pode apresentar ao
ambiente aquatico e a biota associada, 0 uso de bioindicadores e biomarcadores no estudo
de avaliagdo da toxicidade de compostos quimicos de origem antrOpica em &reas
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impactadas fornecem respostas precoce as situacdes de exposicdo a contaminacao
(OLIVEIRA et al., 2005; CONDESSA, 2009; ABDALLAH et al., 2019).

Nessa perspectiva, para avaliar o estado de saude dos corpos hidricos, 0s peixes
séo excelentes biomonitores, uma vez que estdo expostos continuamente a diferentes tipos
de contaminantes (GUNDERSEN et al., 2000; PACHECO & SANTOS, 2002;
THOPHON et al., 2003; BARCAROLLI & MARTINEZ, 2004; CONDESSA, 2009;
LINS et al., 2010; STOLIAR et al., 2012; DANE E SISMAN, 2015; PASCHOALINI et
al., 2019; PEREIRA;DOS SANTOS & SANCHES FILHO, 2019; MACEDO et al.,
2020). Além disso, o uso de comunidades de peixes como indicadoras bioldgicas, trazem
vantagens, como: 1) Comunidades de peixes geralmente incluem espécies que
representam variadas categorias tréficas; 2) Sua posicdo no topo da teia alimentar
aquatica, quando comparada com organismos de niveis troficos mais baixos, oferece uma
visdo integrada do corpo hidrico; 3) As comunidades de peixes sdo persistentes e se
recuperam rapidamente dos distdrbios naturais; 4) Substancias contaminadoras
geralmente produzem deformidades morfoldgicas facilmente identificaveis que podem
ser utilizadas como indicadores; 5) Os peixes tém valor cultural, econdmico e social,
permitindo que o publico em geral possa entender e sentir-se envolvido com as condi¢fes
das comunidades de peixes, e denunciar acontecimentos negativos relacionados a elas.
Além de serem consumidos por humanos, o que permite medir o risco ecoldgico e a salde
publica (KARR, 1981; SIMON & LYONS, 1995, BARBOUR et al., 1999;
FLOTEMERSCH et al., 2006; DUFECH, 2009).

Os biomarcadores constituem uma abordagem eficiente nos estudos de avaliacao
de risco e impacto ambiental, pois detectam de forma precoce os efeitos reais que estdo
ocorrendo aos seres vivos em situacdes de exposi¢do a ambientes contaminados (FREIRE
et al., 2008; VIEIRA et al., 2019). Em especial, os biomarcadores histopatoldgicos séo
utilizados para documentar e quantificar tanto a exposi¢do quanto o efeitos dos poluentes
para as fun¢des vitais dos organismos expostos (PACHECO & SANTOS, 2002; VEIGA
et al., 2002; MELETTI et al., 2003; RIBEIRO et al., 2012) e s&o considerados mais
sensiveis que os parametros relacionados apenas com o crescimento ou reproducdo do
individuo (BERNET et al., 1999).

A branquia é um o6rgao responsavel por funges vitais na vida de um peixe, como
respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo de compostos nitrogenados, por apresentarem
sitios de trocas gasosas, regulacao idnica-osmatica e equilibrio acido-basico (GARCIA-
SANTOS et al., 2007). Alteracbes morfoldgicas nas branquias podem representar um

biomonitor das exposi¢des agudas & contaminacdo ambiental por metais, devido ao
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contato constante com o0s contaminantes presentes na agua ou sedimento (WINKALER
et al., 2001; TKATCHEVA et al., 2004). Segundo Macédo et al. (2020), em um estudo
realizado na bacia do rio Doce, apds o rompimento da barragem de Fundéo, constatou
lesbes morfologicas em branquias de Astyanax lacustris (Lutken, 1875), como
desorganizacao, levantamento epitelial, desorganizacao das células de cloreto nas lamelas
secundarias, atrofia das céelulas interlamelares e atrofia das lamelas primaria.

O testiculo € um o6rgdo utilizado como bioindicador de exposigdo crbnica a
contaminacdo ambiental por metais pesados (NEZZI, 2015). Quando os peixes estédo
expostos a uma ampla e variada gama de substancias, podem sofrer desregulacédo
enddcrina. E caso os contaminantes tenham seus mecanismos de agdo associados, podem
resultar em danos ainda mais graves ao sistema reprodutor, prejudicando todo
desenvolvimento de geracOes futuras, afetando, assim, diretamente o ecossistema
envolvido (RODRIGUES et al., 2019).

Sendo assim, € importante que se avalie o efeito dos metais presentes na foz do
Rio Doce na morfologia das branquias e dos testiculos, érgdos indicadores de exposi¢do
aguda e cronica, respectivamente, aos contaminantes ambientais, e que sdo essenciais na
fisiologia da respiracdo e reproducdo dos peixes. Assim, o presente estudo avaliou 0s
danos morfoldgicos nas branquias e testiculos de peixes da regido marinha adjacente a
foz do rio Doce, Linhares-ES, ap6s o rompimento da barragem de rejeitos de Fundéo,
Mariana-MG.

MATERIAIS E METODOS
Area de Estudo

Os exemplares analisados neste estudo sdo provenientes do ambiente marinho
adjacente a foz do rio Doce (Latitude: 7828234,12; Longitude: 414079,86), norte do
Espirito Santo, litoral sudeste do Brasil. A bacia hidrografica do rio Doce corresponde a
maior bacia fluvial que atravessa terras capixabas, com uma extensdo total de 853 km e
uma area de drenagem com cerca de 83.400 km?, dos quais 86% pertencem ao Estado de
Minas Gerais e 0 restante (14%) ao Estado do Espirito Santo, sendo, portanto, uma bacia
de dominio federal (ANA, 2001).

Os pontos amostrados neste estudo, foram organizados em trés regides, de acordo
com a distancia entre o entorno da foz do rio Doce, com dois pontos de coleta em cada
regido (figura 3), todos situados na Vila de Regéncia, Linhares-ES, sendo: regido central

da foz do rio Doce [FDR1 (lat: 7826708,46; long: 417558,23) e FDR3 (lat: 7819938,12;
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long: 422768,53)]; regido norte da foz [FDR6 (lat: 7832036,66; long: 427720,85) e FDR9
(lat: 7842923,74; long: 428268,74)]; e regido ao sul da foz [FDR8 (lat: 7805922,41; long:
407208,69) e FDR10 (lat: 7814269,72; long: 399458,35)].

A érea de estudo é considerada um ambiente de extrema importancia
ecologica, possui uma alta produtividade biologica proporcionada pelo aporte de
nutrientes provenientes das aguas do rio Doce, 0 que garante uma consideravel
abundancia e diversidade de espécies (IPEMA, 2009). A éarea é caracterizada como um
clima tropical umido com estacdo chuvosa no verdo/primavera e seca no inverno/outono,
com temperatura média do més mais quente superior a 22°C e do més mais frio inferior a
18°C.
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Figura 3: Mapa da foz do rio Doce, costa norte do Espirito Santo, Sudeste do Brasil. Branco:
pontos da regido central da foz do rio Doce; preto: pontos da regiao norte da foz do rio Doce e
cinza: pontos da regido sul da foz do rio Doce. Fonte: Msc. Alvaro Nepomuceno, 2020.

OBTENQAO DAS AMOSTRAS E PROCESSAMENTO
Coleta de Amostras:

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte do Programa de Monitoramento
da Biodiversidade Aquatica (PMBA), estabelecido pela cooperacédo firmada entre a FEST
e a Renova. A coletada foi realizada na regido marinha costeira adjacente a foz do Rio

Doce e as amostras foram processadas pela equipe de campo do Anexo 1 (Ecotoxicologia)
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da Rede Rio Doce Mar (RRDM), que monitora o conjunto de efeitos ambientais e
ecotoxicoldgicos ap6s o rompimento da barragem de Fundao. A coleta foi realizada sob
licenca SISBIO - n® 64261-2,visando a obtencdo de exemplares. Ap6s a coleta, as
amostras ficaram disponiveis para a analise no Laboratério de Biologia Estrutural do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES). Sete a nove individuos
machos foram analisados em cada regido amostral, exceto a regido norte, onde foram
obtidos dezesseis individuos, com um total de 32 exemplares, como observado na tabela
1.

A coleta foi realizada nos meses de setembro e outubro de 2019 (estacdo seca).
Os peixes foram coletados com redes de arrasto de fundo , ainda em campo, os exemplares
foram identificados, anestesiados com benzocaina (1% em &gua) e, em seguida,
dissecados, os Orgdos (branquias e testiculos) foram armazenados de acordo com 0s

protocolos de analises morfoldgicas.
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Tabela 1: Lista de espécies de peixes coletados ao longo dos pontos de amostragem, identificados
via plataforma FISHBASE. Fonte: Figueiredo & Menezes (1978; 1980 e 2000) e Menezes &
Figueiredo (1980 e 1985).

Regido Central Regido Norte Regiéo Sul

Plglom:r Nome Cientifico Familia da Foz da Foz da Foz
P FRD1 FRD3 FRD6 FRD9 FRD8 FRDI10
. Cynoscion sp. -
Pescadinha (Gill. 1861) Scianidae 2
Paralonchurus
Maria brasiliensis -
Luiza (Steindachner, Scianidae 1 4 !
1875)
Sardina
Sardinha pilchardus Clupeidae
(Walbaum, 1792)
Balistes
Peroa capriscus Balistidae 1 2
(Gmelin, 1789)
Micropogonias
Corvina furnieri Scianidae 4 1 2
(Desmarest,
1823)
. Paralichthys sp. . .
Linguado (Girard, 1858) Paralichthyidae 1 1 1
Conodon nobilis .
Roncador (Linnaeus, 1758) Haemulidae 4
Trachinotus sp. .
Pampo (Lacépede, 1801) Carangidae 3
Chloroscombrus
Palombeta chrysurus Carangidae 1
(Linnaeus, 1758)
Cabeca Stellifer sp. -
Dura (Oken, 1817) Scianidae 3
Total 4 5 6 10 5 2

Microscopia de Luz:

As amostras de branquias e testiculos foram segmentados e os fragmentos imersos

em solucdo Bouin por 8 h. Posteriormente, foram desidratados em concentragdes

crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast (Leica). O

material foi seccionado em micrétomo rotativo (cortes semi-seriados), na espessura de 5
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micrémetros. As secc¢des obtidas foram coradas com hematoxilina/eosina.

Anélises Histopatoldgicas:

A classificacdo das alteracBes histopatoldgica observadas nas branquias e
testiculos, foram estabelecidas a partir de um conjunto de lesGes conforme mostram as
tabelas 2 e 3 respectivamente, modificadas do protocolo descrito por Bernet et al. (1999),
que foram classificadas em ordem de gravidade, considerando o fator de importancia e
grau de extensdo da lesé&o.

Segundo Bernet et al. (1999), as alteracdes histopatologicas podem ocorrer em
cinco padrdes de reacdo: disturbios circulatorios, alteracdes regressivas, alteracdes
progressivas, inflamacgéo e neoplasias. Além de agrupar as alteracdes, as mesmas foram
classificadas em dois pardmetros: o fator de importancia (w) e o grau de extensao da leséo
(@). As alteracbes foram classificadas em trés fatores de importancia: 1: Importancia
patoldgica minima, a lesdo é facilmente reversivel ao final da exposi¢éo; 2: Importancia
patoldgica moderada, a lesdo é reversivel na maioria dos casos se o estressor for
neutralizado; 3: Importancia patolégica acentuada, a lesdo geralmente é irreversivel,
levando a perda parcial ou total do 6rgdo. A cada alteracéo foi atribuido um valor que
varia de 0 a 6, dependendo do grau de extensdo da alteracdo: (0) inalterada; (1-2)

ocorréncia leve; (3-4) ocorréncia moderada; (5-6) ocorréncia grave.

Tabela 2: AlteracOes histopatoldgicas em branquias de peixes. Baseado em Bernet et al. (1999).

Alteracdes histopatoldgicas branquiais Grau de Importancia

1. Disturbios Circulatérios

Hemorragias 1
Aneurismas 1
Edemas Intercelulares 1

2. Mudancas Regressivas
Alteracdes citoplasmaticas
Inclusdes citoplasmaticas
Descamacéo do epitélio
Deslocamento da lamela primaria
Fuséo das lamelas secundarias
AlteracOes nucleares
Atrofia
Necrose

WMNONR R R R

31



3. Mudancas Progressivas

Hipertrofia 1
Hiperplasia das células interlamelares 2
4. Inflamacéo
Centro de melanomacrofagos 1
Infiltracdo de leucdcitos 2
5. Tumor
Benigno 2
Maligno 3

Tabela 3: Alteracdes histopatologicas em testiculos de peixes. Adaptacdo do indice de lesdo
descrito por Bernet et al. (1999).

Alteracdes histopatoldgicas testiculares Grau de
(tabulos seminiferos e intersticio) Importéncia

1. Distarbios Circulatérios
Hemorragias 1
Edemas Intercelulares 1
Congestdo dos vasos sanguineos 1

2. Mudancas Regressivas
AlteracOes estruturais nos cistos 1
Vacuolizagdes citoplasmaticas 1
Depositos intracelulares 1
Alteracdes nucleares 2
Atrofia 2
Necrose 3

3. Mudancas Progressivas
Hipertrofia do tecido intersticial 1
Hiperplasia 2

4. Inflamacéo
Exsudato 1
Infiltracdo de leucdcitos 2
5. Tumor

Benigno 2
Maligno 3

O grau do dano apresentado pelos 6rgdos foi representado pelo indice do Orgéo
(1org). Este indice foi calculado pela formula:
Iorg = XrpXalt (a x w)
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onde: rp: padrdo de reacdo, alt: alteracdo, a: extensdo da lesdo, w: fator de importancia.

Ja a gravidade das alteracdes observadas foi representada pelo indice de Reagéo
(Irp), obtido pelo somatério do produto da multiplicacdo do tamanho da lesdo pela
relevancia patoldgica:
Irp = Zalt (a x w)

onde: rp: padrdo de reacdo, alt: alteracdo, a: extensdo da lesdo, w: fator de importancia.

A partir das respostas dos indices foi possivel comparar os danos histopatoldgicos
entre os diferentes setores e entre 0s 6rgaos avaliados, assim como o indice de lesdo do
animal (soma dos indices de lesdo dos 6rgaos avaliados). Os indices caracterizam a lesao
de forma quantitativa, assim associado a descricao qualitativa das lesdes, tornam a analise

mais conclusiva.

Analises Estatisticas

Os indices dos 6rgdos e dos animais foram comparados entre os setores. A
normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Para dados
paramétricos foi realizada a analise de variancia ANOVA seguidos de teste de Tukey e
para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-
Whitney, utilizando os softwares BioEstat 5.3 e Past. O nivel de significancia considerado
foi de p<0,05.

RESULTADOS

Os indices de lesdo da branquia apresentaram diferenca significativa quando
comparados entre os diferentes setores (p<0,05). Entrentando, os indices de lesdo dos
testiculos ndo foram significativos entre os diferentes setores (p>0,05) (Figura 4). Em
relacdo aos indices de lesdo do animal, houve diferencas significativas quando
comparados entre os diferentes setores (p<0,05). Além disso,0s animais avaliados na
regido central da foz, apresentaram os maiores indices de lesdo branquial (p<0,05) em
relacdo a regido ao norte e sul da foz, respectivamente. Além disso, notou-se que 0s
animais mais lesionados (indice de lesdo do animal), foram os animais coletados na regido

regido central da foz (Figura 5).
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Figura 5: Indices de lesdo dos peixes dos trés setores amostrais da regido marinha adjacente &
foz do rio Doce. Valores das barras indicam a média e as linhas o desvio padrdo. Letras diferentes
entre colunas indicam significancia de p<0,05.

Os indices dos padrbes de reacdo de mudangas regressivas, mudancas
progressivas e tumor nas branquias ndo foram significativos (p>0,05). J& o indice de
disturbios circulatdrios apresentou aumento significativo na regido central da foz, em
relacdo a regido norte (p<0,05). Nao foi observada inflamacdo nas branquias, assim, o
indice desse padréo de reacdo foi zero (Tabela 4).
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Tabela 4: indices dos padrées de reagdo de branquias de peixes dos trés setores amostrais da foz
do rio Doce.

Regido Central Regido Norte  Regido Sul da

Parametros da Foz da Foz Foz
Distdrbios Circulatérios 2,33+1,93 0,43 +£1,03° 1,14+ 1,67%
Mudangas Regressivas 9,55 +3,71 7,38 + 3,86 5,42 £ 3,40
Mudancas Progressivas 10,22 + 4,20 8,87 £ 3,79 7,71+ 3,63
Inflamacao 00 00 00
Tumor 0£0 00 057+151

Valores sdo média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas (p<0,05).

Os tipos de danos histopatoldgicos branquiais e testiculares observados neste
estudo foram semelhantes entre as regides avaliadas, no entanto, a frequéncia das lesdes
variou entre as regides As lesdes mais frequentes observadas nas branquias, 6rgao
indicador de contaminacao aguda, estdo representadas na Tabela 5 e Figura 5. No centro
da foz, foram observadas hiperplasia e fusdo das lamelas secundarias (100%), hipertrofia
e deslocamento da lamela priméria (66,6%), e atrofia das lamelas secundarias (44,4%).
J& ao norte da foz, as lesdes mais frequentes foram hiperplasia e fusdo das lamelas
secundarias (100%), deslocamento da lamela primaria (62,5%), elevacdo do epitélio e
hipertrofia (56,2%). Ao sul da foz, foram observadas hiperplasia e fusdo das lamelas
secundarias (100%), deslocamento da lamela primaria e hipertrofia (57,1%), aneurisma e

edema intercelular (28,5%).

Tabela 5: Frequéncia (%) das alteragdes morfologicas nas branquias de peixes da regido marinha
adjacente a foz do rio Doce, Linhares/ES.

Lesdes branquiais (%6) Regido Central  Regido Norte  Regido Sul da

da Foz da Foz Foz

Aneurisma 44,4 6,2 28,5
Edema Intercelular 22,2 18,7 28,5
Elevacéo do Epiteélio 22,2 56,2 14,28
Deslocamento da lamela priméria 66,6 62,5 57,1
Fusdo das lamelas secundarias 100,0 100,0 100,0
Atrofia 44 4 18,7 0

Necrose 22,2 6,25 14,2
Hipertrofia 66,6 56,2 57.1
Hiperplasia interlamelar 100,0 100,0 100,0
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Figura 6: Fotomicrografia de branquias de peixes da regido marinha adjacente a foz do rio Doce.
A: aneurisma (seta grossa); B: elevacado do epitélio (setas finas); C: hipertrofia (setas); D: atrofia
das lamelas secundarias; E: hiperplasia com fusdo das lamelas secundarias (asterisco); F:
deslocamento da lamela priméria (circulo). Coloragéo: Hematoxilina & Eosina. Barra: A, B e D
=50 pm; Ce E= 100 pm e F= 200 pm.

Nos testiculos, assim como nas branquias, os padrGes de reacdo mudancas

regressivas, mudancas progressivas e inflamacéo ndo foram significativos entre os setores
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(p>0,05). Ja o padrdo de reacdo disturbios circulatorios variou entre os setores 1 e 3
(p<0,05), ao centro e sul da foz, respectivamente, com maior dano na regido sul da foz.

N&o foi observado tumor, e, assim, o respectivo indice de reacéo foi zero (Tabela 6).

Tabela 6: indices de reacéo de testiculos de peixes machos das trés regides amostrais da foz do
rio Doce.

Regido Central Regido Norteda  Regido Sul da

Parametros da Foz Foz Foz

Distarbios Circulatorios 0,44 +0,88" 0,93+ 1,122 2,14 +1,86%
Mudancas Regressivas 14,88 + 6,39 19,25 +5,18 20,71 + 4,57
Mudancas Progressivas 9,55 + 3,46 7,81 +4,00 9,00 + 2,76
Inflamacéo 1,77+ 2,72 1,25+ 281 0,00 £ 0,00
Tumor 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Valores sdo média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas

significativas (p<0,05).

As lesbes mais frequentes observadas nos testiculos (Tabela 7 e Figura 6), 6rgao
que pode indicar contaminacdo crénica, no centro da foz, foram as alteracGes estruturais
nos cistos e hipertrofia (100%), necrose (88,8%), hiperplasia (77,7%), atrofia das células
germinativas e vacuolizagdes citoplasmaticas (66,6%) e infiltracdo de leucocitos (33,3%).
No norte da foz, foram encontradas alteragfes estruturais nos cistos e hipertrofia (100%),
atrofia e necrose dos cistos (93,7%), vacuolizacGes citoplasmaticas (81,2%), hiperplasia
(50%) e congestdo dos vasos sanguineos (31,2%). Ja no sul da foz, foram observadas
alteracdes estruturais nos cistos, atrofia e hipertrofia (100%), necrose (85,7%),congestdo
dos vasos sanguineos, vacuolizagdes citoplasmaticas e hiperplasia (71,4%).

Tabela 7: Frequéncia (%) das alteragdes morfoldgicas nos testiculos de peixes machos da foz do
rio Doce, Linhares/ES.

Lesdes testiculares (%) Regido Central Regido Norte Regido Sul da

da Foz da Foz Foz
Edema Intercelular 11,1 12,5 0
Congestdo dos vasos sanguineos 11,1 31,2 71,4
Alteragdes estruturais nos cistos 100,0 100,0 100,0
Vacuolizages citoplasmaticas 66,6 81,2 71,4
Atrofia 66,6 93,7 100
Necrose 88,8 93,7 85,7
Hipertrofia 100,0 100,0 100,0
Hiperplasia 77,7 50 71,4
Exsudato 11,1 6,2 0
Infiltracdo de Leucocito 33,3 25 0
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Figura 7: Fotomicrografia de dos peixes da regido marinha adjacente a foz do rio Doce.
A: hipertrofia (setas finas) e redugdo das células germinativas (atrofia) (asterisco); B:
vacuolizacGes citoplasmaticas (seta grossa); C: atrofia (setas finas); D: alteracdes estruturais nos
cistos (circulo); E: reducédo das células germinativas (atrofia) (seta grossa) e necrose dos cistos
germinativos (seta fina) e F: vacuolizacGes citoplasmaticas (seta grossa) e hiperplasia do tecido
intersticial (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina & Eosina. Barra: A,Be C: 100 ume D,Ee F =
50 pm.
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DISCUSSAO

No ambiente aquéatico, os poluentes podem ser absorvidos pelos teledsteos,
principalmente, por meio da alimentacdo e das branquias e acumular nos 6rgaos como
branquias, figado, rim, intestino, génadas e musculos (OLIVEIRA, 2013), em especial,
os teledsteos marinhos, ingerem agua, ja que sdo hiposmoticos em relacdo ao meio em
que vivem, pois precisam compensar dois problemas osmorregulatérios gerais, a entrada
de sais por difusdo e a perda de agua por osmose (BALDISSEROTTO, 2013), isso
desencadeia uma outra via de absorcdo de metais nestes organismos. Assim, este estudo
avaliou os danos na morfologia branquial e testicular de peixes provenientes da regido
marinha situado ao entorno da foz do rio Doce, quatro anos apds o rompimento da

barragem de rejeitos de Funddo, Mariana — MG.

As lesbes mais frequentes observadas nas branquias foram fuséo das lamelas
secundarias, hiperplasia, deslocamento da lamela primaria, hipertrofia, atrofia, elevacdo
do epitélio, aneurisma e edema intercelular. Macédo et al. (2020), ao avaliar branquias
de Astyanax lacustris coletados na bacia do rio Doce, apds o rompimento da barragem de
Fundao, constatou lesGes morfoldgicas similares as observadas neste estudo.

Dentre as lesfes observadas nas branquias, a fusdo das lamelas secundarias e a
hiperplasia interlamelar foram as mais frequentes nos setores avaliados (regido norte,
regido central da foz e regido sul), consideradas, fisiologicamente, lesées com danos
graves as branquias (TORRES et al., 2016), sendo a fusdo das lamelas secundarias de
gravidade leve, e gravidade moderada para hiperplasia interlamelar, segundo Bernet et al.
(1999). Essas lesdes estdo relacionadas com diversos contaminantes, dentre eles a
exposicdo ao cobre (MAHARAJAN et al., 2016), ferro (SANTOS et al., 2016) e mercdrio
(RABITTO et al., 2011), metais presentes na foz do rio Doce (SA et al., 2021).

A fusdo das lamelas, por sua vez, é decorrente da hiperplasia das células epiteliais
das lamelas e filamentos branquiais, devido ao aumento da adesdo entre as células
epiteliais e o sistema de sustentagdo das celulas pilares, associado ao colapso da
integridade da estrutura da lamela secundaria (SKIDMORE & TOVELL, 1972,
MELETTI et al., 2003, MORAIS, 2009). A hiperplasia interlamelar e fusdo das lamelas
secundarias prejudicam a passagem da agua entre as lamelas, o que dificulta a fungéo
respiratoria e osmorregulatoria do 6rgido (CANTANHEDE et al., 2014). Essas alteracdes
histopatolégicas podem ser consideradas adaptativas, pois aumentam a distancia entre o

ambiente externo e o sangue, servindo como uma barreira para a entrada de
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contaminantes, além de atuarem como um mecanismo de protecdo, entretanto, leva a
diminuicdo da superficie respiratoria (CAMPQOS, 2007). O aumento da distancia da
barreira agua-sangue juntamente com a elevacgdo do epitélio e 0 aumento da secrecdo de
muco podem diminuir drasticamente o consumo de oxigénio, ocasionando um quadro de
hipdxia (KOCA et al., 2005).

As lesBes observadas neste estudo foram semelhantes aquelas encontradas por
Campagna et al. (2008) ao avaliarem a toxicidade do sedimento do rio Monjolinho, S&o
Carlos, SP, sobre a morfologia de branquias de Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822).
Os autores encontraram hiperplasia das células epiteliais, fusdo das lamelas secundarias,
congestdo nas lamelas secundérias e descolamento do epitélio das lamelas secundérias
nas branquias dos peixes. Garcia-Santos et al. (2007), também observaram fuséo das
lamelas como resultado de hiperplasia e hipertrofia epitelial e aneurismas, apés a
exposicdo da espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), durante quatro dias, ao
cadmio. Domingos et al. (2009) observaram les6es similares nas branquias de peixes de
ambientes estuarinos contaminados com metais pesados.

A formacdo de edema, lesdo frequente na regido sul da foz, leva a elevagéo do
epitélio, que segundo Thophon et al. (2003), é o primeiro sinal de patologia em peixes, e
é considerada uma das lesdes mais frequentes observadas no epitélio branquial de peixes
exposto a metais pesados (MALLATT, 1985). A elevacao do epitélio (ou destacamento),
lesdo frequente nas branquias no regido norte da foz, pode ser desencadeada por estresse
quimico, levando a disfuncéo respiratoria por afetar as trocas gasosas, devido a reducédo
da superficie do epitélio respiratorio e, também, alterar processos osmorregulatérios
(CAMPOS, 2007; ZENI et al., 2017). Segundo Garcia-Santos et al. (2007), o edema pode
induzir alteracbes na estrutura normal das células pilares, com consequente perda da
funcdo de suporte, 0 que levou ao surgimento de aneurisma lamelar nos peixes expostos
ao cadmio.

O aneurisma, lesdo com grande incidéncia nas lamelas secundarias, resulta do
acumulo de eritrécitos e morte das células pilares, que prejudica a integridade vascular
com a liberagdo de grande quantidade de sangue, empurrando o epitélio lamelar para fora
(HINTON & LAUREN, 1990), o que pode causar a ruptura do epitélio e,
consequentemente, hemorragia. Essa lesdo pode estar associada a traumas fisicos e
quimicos, em resposta aguda, a agentes estressores ambientais (LIEBEL et al., 2013;
FREIRE et al., 2015). Resultados similares foram descritos por Stentiford et al. (2003),

em espécimes capturados em areas contaminadas e por Winkaler et al. (2001), que
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também observaram aneurisma lamelar em branquias de Astyanax jacuhiensis (Cope,
1894) provenientes de corregos poluidos por esgoto.

Neste estudo foi observada alta frequéncia de atrofia e hipertrofia. A hipertrofia
foi frequente nos trés setores, a atrofia, por outro lado, foi mais frequente na regido central
da foz. Meletti (2003) observou alta frequéncia de hipertrofia em branquias de Danio
rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) e Serrapinnus notomelas (Eigenmann, 1915) expostos
a amostras de sedimento e efluente de industria de papel e celulose, na bacia do rio Mogi-
Guacu, Estado de Sdo Paulo. Macédo et al. (2020), também observaram hipertrofia e
proliferacdo de células de cloreto nas lamelas secundarias como uma resposta adaptativa
a exposicdo a metais, que esta intimamente relacionada com um ajuste compensatorio
para a perda de ions pelo epitélio e sua dificuldade de absorcdo (BARBIERI et al., 2016).

Outra alteracdo epitelial importante foi o deslocamento epitelial da lamela
secundaria, considerada uma das primeiras alteracbes observadas nas branquias dos
peixes nos casos de exposicdo aguda a agentes toxicos, como metais, mercurio, niquel,
cadmio, zinco e cobre (ROSSI, 2008), alguns desses metais também foram encontrados
na foz do rio Doce, como 0 mercurio e cadmio, achados de Queiroz et al. (2018) e Gabriel
et al. (2020). Tal alteracao supracitada também foi observado por Nogueira et al. (2011)
em Pimelodus maculatus (Lacépéde, 1803) coletados no reservatério Marechal
Mascarenhas de Moraes, em Minas Gerais, na presenca de poluentes em ambientes
naturais.

As avaliac6es morfoldgicas fornecem um indicador sensivel para avaliar os efeitos
da exposicdo de metais no desenvolvimento gonadal (CRUMP & TRUDEAU, 2009),
principalmente para demonstrar os estagios iniciais das condi¢fes patologicas. Nao foram
observadas diferencas significativas nos indices de lesdo dos testiculos de peixes
coletados nos trés regides localizados ao entorno da foz do rio Doce, entretanto o indice
de Bernet (1999) possibilitou uma avaliacdo objetiva da integridade do oOrgao,
expressando a condicao patoldgica, que é uma ferramenta importante para relacionar o
grau de poluicdo com a gravidade das alteracdes induzidas. Além disso, este € o primeiro
estudo que avalia a histopatologia dos testiculos em comunidades de peixes, apds o
rompimento da barragem de Funddo. Por isso, é de extrema importancia que estudos
complementares utilizando outros biomarcadores reprodutivos sejam realizados para
avaliar a real situacdo que esses animais se encontram na presenca de metais na agua e

no sedimento.

Vergilio et al. (2015) ao avaliar espécies de peixes expostas ao cadmio, através
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da 4gua ou dieta, observaram danos na morfologia testicular, como: ruptura da
arquitetura normal testicular, degeneracdo lobular, proliferacdo de tecido intersticial,
infiltracdo de células sanguineas, reducdo de celulas germinativas e desaparecimento de
espermatozoides dos cistos. Garriz et al. (2019), em um estudo analisando concentragoes
acima das permitidas de cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr) e zinco (Zn) na agua do
lago Chascomus comparadas com as Diretrizes Nacional da Argentina para a protecdo da
biota aquética, observaram que 0s peixes apresentaram danos estruturais das génadas,
como presenca de células picnoticas, fibrose e diminuicdo dos tubulos seminiferos. No
presente estudo foram frequentes alteragcdes estruturais nos cistos, hipertrofia, por meio
da proliferacéo de tecido intersticial, atrofia testicular e reducdo de células germinativas.
Nesse sentido, Queiroz et al. (2018), Gabriel et al. (2020) e S4 et al., (2021), ao avaliarem
amostras do rio Doce observaram concentracdes acima das permitidas de acordo com a
Resolucdo CONAMA 357/05 (CONAMA, 2005) de Cd, Cu, Cr e Zn ap06s o0 rompimento
da barragem. Assim, os achados deste estudo sugerem que as alteracdes morfoldgicas
observadas nos testiculos de peixes coletados na foz do rio Doce podem ser explicacadas
pelas altas concentra¢Oes de metais encontradas nessa regiéo.

Segundo Franga & Chiarini-Garcia (2005), as células de Sertoli sdo mais afetadas
por agentes toxicos do que as células germinativas mais diferenciadas, isso decorre do
fato destas substancias passarem necessariamente pelas células de Sertoli, antes de
atingirem as células espermatogénicas. Como as células de Sertoli exercem o papel
fundamental na regulacdo da espermatogénese, qualquer dano nelas podem resultar em
alteracdes ou degeneracdes das células germinativas e infertilidade. Os principais sinais
de dano nas células de Sertoli sdo as vacuolizacdes citoplasmaticas observadas na porcéo
basal do citoplasma destas células e a retencao de espermatides maduras. AlteracGes nas
células de Sertoli podem desencadear consequéncias como anormalidades na forma do
nacleo das espermatides, formacdo de células gigantes, progressiva perda de
espermatdcitos e espermatogdnias e descamacdo de células germinativas do epitélio

seminifero, levando a atrofia testicular.

Nesse estudo, lesdes como vacuolizagGes, hipertrofia das células germinativas e
atrofia foram encontradas com frequéncia, corroborando com dados descrito por Santos
(2009), em um estudo experimental com exposic¢ao aguda de Astyanax aff. bimaculatus
(Linnaeus, 1758) ao zinco. A hiperplasia também foi descrita por Vergilio et al. (2014),
que estabeleceram uma correlacdo direta entre o0 acimulo de mercurio e a gravidade das

lesGes no sistema reprodutor masculino de Gymnotus carapo (Linnaeus, 1758). Apds 96
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horas de tratamento com a administracdo da concentracdo de 20uM de Hg inorganico,
lesbes como desorganizacdo completa dos tubulos seminiferos e hiperplasia do tecido
fibroso nas paredes dos tabulos seminiferos foram observadas. Essas alteragdes também
foram observadas em Poecilia reticulata (Peters, 1859) (WESTER & CANTON, 1992)
apos trés meses de exposicdo ao Hg organico e em Oryzias latipes (Temminck &
Schlegel, 1846) expostos por 8 dias ao Hg (LIAO et al. 2006). Nesse sentido, Ferreira et
al. (2020), observou alta concentracdo de mercurio no tecido muscular de comunidades
de peixes de doze pontos amostrais ao longo da bacia do rio Doce, ap6s o rompimento

da barragem de Fundéo.

A necrose, lesdo frequente nos testiculos, é caracterizada pelo processo de morte
celular ou tecidual, causada por lesdes nucleares e citoplasmaticas irreversiveis, seguidas
pela perda dos limites celulares e pela reabsorcdo por células fagocitcas (THOMSON,
1978). Além disso, grandes e numerosas areas necraticas podem levar a faléncia do 6rgao,
causando comprometimento para a saude do individuo e, consequentemente, afetar niveis
mais elevados de organizagdo bioldgica, como populaces e comunidades, ja que pode
comprometer toda a linhagem germinativa (RABITTO et al., 2005). Assim, é classificada
como lesdo de grau de importéncia Ill, considerada como lesdo severa e irreversivel
(BERNET et al., 1999). Segundo Kumari & Dutt (1991), em experimento em que foram
avaliados os testiculos de peixes, ap6s 20 dias de exposi¢do ao cadmio, houve necrose
generalizada e degeneracdo extensa em todos os tubulos seminiferos.

Neste estudo, as branquias e os testiculos de comunidadades de peixes
apresentaram maior frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nos pontos localizados em
frente a foz do rio Doce (FDR1, FDR3), na regido central da foz, bem como 0s maiores
indices de lesdo dos animais, mostrando que as condi¢cdes ambientais nesses pontos estdo
mais comprometidas, visto que as lesdes descritas anteriormente refletem as condicdes
ambientais especificas e representam tanto a intensidade quanto o tempo de exposi¢do
dos organismos as alteracdes do ambiente (MACEDO-VEIGA et al., 2013). Além disso,
as branquias apresentaram os maiores indices de lesdo quando comparado aos testiculos,
esse evento pode ser explicado pelo fato do epitélio respiratdrio estar em contato direto
com 0 meio externo e possuir uma grande area de superficie, altamente susceptivel as
alteracdes ambientais (CANTANHEDE et al., 2014).

Os maiores indices de les@o na regido central da foz do rio Doce, classificada como
moderamente toxico, segundo o monitoramento realizado pela Rede RioDoceMar
(BIANCHINI et al., 2016; BIANCHINI et al., 2019) podem ser explicados pela elevada
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concentracdo de metais totais observadas nessa regido: arsénio total (As), cddmio (Cd),
chumbo total (Pb), cromo total (Cr), manganés total (Mn), cobre dissolvido (Cu) e ferro
dissolvido (Fe) (BERNARDINO et al., 2019; QUEIROZ et al., 2021; SA et al., 2021). A
maior concentracdo desses metais no centro da foz (regido central da foz), pode ser
explicada pela sua localizacdo espacial, regido que se encontra em frente a
desembocadura do rio Doce, 0 que promove grande vazdo, consequentemente acumulo
de grande quantidade de sedimentos, além da pouca movimentacdo nesse local, devido a
baixa influéncia das marés, ocasionando a deposi¢do dos sedimentos (QUEIROZ et al.,
2018). Tais condicbes sdo favorecidas durante a estacdo seca, periodo de coleta desde
estudo, quando ha uma hidrodinamica baixa e a maior deposicdo de sedimentos

aumentam as concentracdes de metais residuais (GABRIEL et al., 2020).

Diante do exposto, a histopatologia pode ser considerada uma ferramenta eficiente
e sensivel para o monitoramento da satide dos peixes e da polui¢do em corpos d’agua
naturais (WESTER et al., 2002; STENTIFORD et al., 2003) pois, esta atrelada ao fato de
refletir a salde dos peixes de forma precoce, permitindo que os efeitos de toxicidade
possam ser extrapolados para a comunidade e para o ecossistema (AU, 2004).
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5.  CONSIDERACOES FINAIS:

Diante do exposto, pode-se concluir que alteracbes morfoldgicas nas branquias e
nos testiculos podem representar biomarcadores para avaliar exposi¢cdes agudas e
crénicas aos contaminantes presentes na agua ou sedimento. Além disso, este é o primeiro
estudo que avalia a histopatologia dos testiculos em comunidades de peixes, apds o
rompimento da barragem de Funddo. Por isso, € de extrema importancia que estudos
complementares de biomonitoramento com outros biomarcadores reprodutivos sejam
realizados para avaliar a real situacdo que esses animais se encontram na presenca de

metais na 4gua, no solo e no sedimento.

As alteracdes histopatoldgicas mais frequentes nas branquias foram: aneurisma,
elevacdo do epitélio, hipertrofia, atrofia das lamelas secundarias, hiperplasia com fusédo
das lamelas secundarias e deslocamento da lamela priméria. Ja nos testiculos foram:
hipertrofia, vacuolizagbes citoplasmaticas, atrofia, alteracdes estruturais nos cistos,
reducdo das células germinativas (atrofia) e necrose dos cistos germinativos e hiperplasia

do tecido intersticial.

A foz do rio Doce apresenta caracteristicas de impacto por efluentes industriais,
devido a sua localizacdo abranger grandes indudstrias, isso ocasiona o sinergismo de
diferentes substancias encontradas no local, e, portanto, a resposta apresentada pelas
lesbes no animal ndo pode ser diretamente relacionada a nenhum metal especifico.
Entretanto, encontramos alterac@es histopatoldgicas que interferem diretamente na salde
dos peixes, comprometendo a funcdo destes 6rgdos bem como a reproducdo dos

individuos.

Diante do exposto, os achados deste estudo poderao contribuir como subsidio para
a tomada de decisbes por parte dos 6rgdos competentes. Além disso, ressalta a
importancia e a necessidade de monitoramento nos locais atingidos pela lama proveniente
do rompimento da barragem de Fund&o, Mariana — MG, para aplicacdo de estratégias para
recuperar esse ecossistema ou reduzir os riscos, visando maior controle sobre os metais

que ameacam a salde e 0 meio ambiente.
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