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RESUMO

Os metais pesados, oriundos de atividades humanas quanto de processos naturais,
representam uma ameagca para 0s organismos aquaticos e o meio ambiente. Para analisar
os efeitos de metais pesados sobre o figado do trairdo Hoplias intermedius do rio
Paraopeba, Minas Gerais, Brasil, foram coletados fragmentos do 6rgdo para analises
histopatoldgicas e imunohistoquimicas. Foram analisados na agua e no figado a
concentracdo dos metais: Al, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Zn. Os resultados mostraram
concentracfes de metais pesados na dgua acima dos niveis permitidos: Al, Cd e Mn e,
no figado: Cd, Pb, Cr e Fe. No figado observaram-se a dilatacdo e congestdo de
capilares sinusoides e veia lobular; vacuolizacdo dos hepatocitos; formacdo de centros
melanomacrofagicos e sinais de necrose tecidual. Na analise imunohistoquimica para
metalotioneina e proteinas de choque térmico (HSP70), foi observado um aumento das
marcagOes no figado de H. intermedius do rio Paraopeba, quando comparado com o0s
peixes do ambiente controle. Esses achados indicam possiveis impactos na salde

ambiental e humana pelo consumo de peixes contaminados.



ABSTRACT

Heavy metals, from human activities or natural processes, pose a threat to aquatic
organisms and the environment. To analyze the effects of heavy metals on the liver of
Hoplias intermedius from the Paraopeba River, Minas Gerais, Brazil, fragments of the
organ were collected for histopathological and immunohistochemical analysis. The
concentration of the following metals was analyzed in the water and liver: Al, Cd, Pb,
Cu, Cr, Fe, Mn, Zn. The results showed concentrations of heavy metals in the water
above the permitted levels: Al, Cd and Mn, and in the liver: Cd, Pb, Cr and Fe. The liver
showed dilation and congestion of sinusoid capillaries and lobular veins; vacuolization
of hepatocytes; formation of melanomacrophage centers and signs of tissue necrosis. In
the immunohistochemical analysis for metallothionein and heat shock proteins
(HSP70), an increase in markings was observed in the liver of H. intermedius from the
Paraopeba River, when compared to fish from the control environment. These findings
indicate possible impacts on environmental and human health from the consumption of

contaminated fish.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Metais pesados

Os metais pesados sdo tOxicos e mesmo em pequenas doses interrompem
funcdes bioldgicas do ciclo de vida dos organismos como também trazem efeitos
adversos sobre o ambiente. Tais metais possuem uma massa especifica entre 3,5 e 7,0
glcm®, elevada massa atdmica e nimero atdémico igual ou superior a 20u (Lima, 2011;
Ali & Khan,2018). A ocorréncia de metais em ambientes aquaticos ocorre naturalmente
por meio de processos quimicos e fisicos naturais, tais como intemperismo,
sedimentacdo e lixiviacao, entretanto atividades antrépicas como atividades industriais e
descarga de aguas residuais domésticas sdo as principais fontes de metais em corpos
d'agua (Demirak et al., 2006; Paschoalini et al., 2019).

Classificados como metais pesados essenciais ferro (Fe), cobalto (Co),
manganés (Mn), niquel (Ni), cobre (Cu), molibdénio (Mo) cromo (Cr), e zinco (Zn)
desempenham fun¢bes importantes no organismo sendo necessarios para varias fungoes
bioldgicas, como metabolismo, formacéo de tecidos, atividade enzimatica e transmissdo
de sinais nervosos. O ferro, por exemplo, é essencial para a formacdo dos globulos
vermelhos do sangue e o transporte de oxigénio. O zinco desempenha papel importante
no sistema imunoldgico, no crescimento e desenvolvimento, além de estar envolvido em
processos enzimaticos. (Sathawara et. al., 2004). Entretanto, metais como chumbo (Pb),
0 mercurio (Hg), o cadmio (Cd), o arsénio (As) e o aluminio (Al) ndo desempenham
funcdes bioldgicas importantes e mesmo em pequenas concentragdes mostraram alto
poder acumulativo e toxidade na biota (Yu et al.,2011; Sfakianakis et al., 2015).

Devido a dificuldade de serem metabolizados, 0 acimulo de metais pesados,
compostos toxicos, no organismo a partir da dgua e ingestdo de alimentos, (Baki et al.,
2018), provoca patologias em érgdos alvos, como o figado, baco, rins, podendo causar
necroses e cancer (Bernet et al.,1999, Vieira et al., 2011; Thévenod & Lee, 2015;
Paschoalini et al., 2019). Em concentracGes elevadas, estes metais também podem
interromper a homeostase de ions, induzir a danos no DNA e disturbios em varios

orgdos (Vieira et al., 2011; Nai et al., 2015; Li et al., 2015), afetando organelas celulares
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e enzimas envolvidas no metabolismo, desintoxicacédo e reparo de danos no organismo.
Dentre 0os mecanismos de acdo, a exposicdo a ions metalicos aumenta a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo gerar stress oxidativo, peroxidacédo
lipidica de membranas e finalmente a morte celular (Atli & Canli, 2010). Além disso,
alguns metais como aluminio, cadmio, cobre, chumbo e mercurio tém influéncia na
producdo e regulacdo hormonal, sendo chamados de metaloestrogenos e incluidos na
classe de poluentes conhecida como desreguladores endocrinos (EDCs) (Safe, 2003;
Paschoalini et al., 2019).

Sendo assim, a participagdo dos metais pesados nas reacdes quimicas do
metabolismo dos peixes tornou esses elementos um dos principais focos nos estudos de
contaminacéo, sendo relacionados aos processos de bioacumulacéo e biomagnificacéo e

utilizados como indicadores da salde do ecossistema (De Jesus et. al., 2014).

Fontes naturais Fontes Antropogénicas
Ex: Deposi¢ao atmosférica, Ex: Atividade industriais, ,
intemperismo efluentes domésticos
Solo (- --------------- Ar ....---.--..--.-) Agua
V4 N
4 74 v =5 v
> Plantas -_— Animais ———— Humanos

»n

Figura 1. Esquema adaptado de Paschoalini e Bazzoli 2021 Fontes e destinos finais
de metais pesados no meio ambiente. Linhas continuas = rotas diretas; linhas

tracejadas = rotas indiretas.
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1.2 Biologia da espécie

A ordem Characiformes agrupa 24 familias entre as quais se encontram as
popularmente conhecidas como “trairas” ou “trairdes”, membros da familia
Erythrinidae, que habitam rios, lagos e florestas inundadas (Fricke et al., 2019).

Representantes da familia Erythrinidae sdo endémicos da regido Neotropical
com maior diversidade ocorrendo na regido amazénica (Reis et al., 2003). Possuem
como caracteres morfoldgicos externos: corpo cilindrico, nadadeira caudal arredondada,
auséncia de nadadeira adiposa e linha lateral com 37 a 47 escamas com individuos
variando entre 60 e 100 centimetros. (Reis et al., 2003). Com 14 espécies descritas o
género Hoplias possui a maior diversidade entre os trés géneros que compdem a familia
(Mattox et al., 2006; Oyakawa e Mattox, 2009; Mattox et al., 2014), sendo algumas
delas muito apreciadas gastronomicamente e de relevante importancia econdémica para
os mercados locais (Mattox et al., 2006).

As espécies de Hoplias sdo divididas em trés grupos centrais: grupo 1: H.
lacerdae, grupo 2: H. macrophthalmus e grupo 3; H. malabaricus. Hoplias intermedius
integra 0 grupo H. lacerdae (paralelamente com H. australis, H. brasiliensis, H.
curupira, H. lacerdae) e se diferencia das demais espécies principalmente pelo nimero
de poros do canal laterosensorial da regido ventral do dentario entre 4-6 (vs. 5 em H.
australis, e 6-8 em H. lacerdae) como também pelo perfil anterior da cabeca em forma
angular (vs. perfil arredondado em H. australis) (Oyakawa et al, 2009).

Essencialmente piscivoro H. intermedius pode ser considerado um predador de
topo de cadeia (Costa et al, 2015). Sua distribuicdo geografica ocorre desde a bacia do
rio Parand, abrangendo os rios Grande, Paranaiba Piquiri, na bacia do rio S&o Francisco,
também ocorrendo em afluentes do rio Doce, Minas Gerais tendo preferéncia por

ambientes lenticos (Oyakawa et al, 2009).
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Figura 2. Bacias Hidrograficas do Brasil. Disponivel em Google imagens.

1.3 Rio Paraopeba

A bacia do rio Paraopeba, localizada no alto sdo Francisco, possui extensdo
13.600 km? compreendendo 48 municipios, representando 2,27% da area do Estado de
Minas Gerais. Em seu trajeto de 510 quildmetros até sua foz na represa de Trés Marias,
passa por uma transicdo dos biomas Cerrado e mata Atlantica, além de grande
diversidade de atividades antropicas, englobando centros industriais e minerarios,
regides urbanas mais densamente ocupadas e regifes pouco ocupadas, caracterizadas
pelas atividades agropecuérias. A bacia do rio Paraopeba possui grande relevancia no
ambito do abastecimento publico de agua, sendo responsavel pelo fornecimento para
aproximadamente 53% da populacdo da regido metropolitana de Belo Horizonte
(RMBH) (COBRAPE, 2023; Schvartzman et al., 2002)
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Figura 3. Bacia do rio Paraopeba, MG, Brasil

No ambito ambiental, o rio Paraopeba possui expressiva riqueza e diversidade
em sua ictiofauna, sendo considerado prioritario para conservagdo dos peixes no estado
de Minas Gerais, entretanto o uso e a ocupacao desordenada da bacia do rio Paraopeba
contribuiram  historicamente, com um processo continuo de degradacéo,
comprometendo o ecossistema local (Polignano & Lemos, 2020), especialmente apds o
rompimento de uma barragem de rejeitos minerarios em 2019, ocasionando uma
mudanca em toda configuracdo geografica do local e despejando um grande volume de

sedimentos contendo metais pesados (Pereira et al, 2019).

1.4 Figado

O figado é um ¢rgéo vital para a sobrevivéncia de muitos animais, incluindo
peixes, desempenhando diversas fungdes importantes, como a produgdo de bile, a
regulagdo do metabolismo lipidico e a desintoxicacdo do organismo. Além disso,
também é responsavel pelo armazenamento de vitaminas e minerais, bem como pela
sintese de proteinas plasmaticas (Bruslé & Anadon, 2017).

De modo geral, o figado de peixes apresenta uma estrutura lobulada, com células
hepéticas dispostas em placas ou cordbes radiais, separados por sinusoides que

permitem a troca de nutrientes e produtos metabolicos com o sangue circulante. Além
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disso, o figado pode apresentar diversas variagfes, como a presenca de glomérulos ou
células especiais, podendo variar de acordo com a espécie e as adaptacGes ao ambiente
em que vivem (Bruslé & Anadon, 2017).Importante para a desintoxicacdo e
metabolismo, o figado é altamente sensivel a exposicao a metais pesados podendo levar,
a danos celulares irreversiveis, incluindo prejuizos aos tecidos e comprometimento de
suas funcbes além uma série de doencas hepéaticas como esteatose hepatica e cirrose
hepatica. (Flores-Lopes & Malabarba, 2007).

1.5 Metalotioneina

A metalotioneina é uma proteina de baixo peso molecular encontrada em
diversos organismos, incluindo peixes. Ela desempenha um papel fundamental no
metabolismo e na regulacdo dos metais, atuando como um agente de ligacao e regulacdo
do equilibrio de ions metalicos essenciais, como zinco e cobre, e de metais
potencialmente toxicos (Hamer,1986).

Nos peixes, a metalotioneina tem sido objeto de estudo devido a sua capacidade
de se ligar a metais, ajudando a regular suas concentracfes nos tecidos e a proteger
contra os efeitos toxicos da exposicdo a metais pesados no ambiente aquatico. A
presenca e a expressdo da metalotioneina nos peixes podem variar em resposta a
diferentes condi¢bes ambientais, como poluicdo por metais, mudangas nos niveis de
metais essenciais na agua e outros fatores estressantes (Kito, et al., 1982; Klaverkamp,
et al., 2020). A compreensdo da funcdo da metalotioneina nos peixes é fundamental nao
apenas para a biologia desses animais, mas também para avaliar os impactos ambientais
da poluicdo por metais e para o desenvolvimento de estratégias de monitoramento e
conservacao dos ecossistemas aquaticos (Hamilton & Mehrle, 1986; Cosson & Amiard,
2021)

1.6 Proteina de choque térmico (HSP70)

As HSP70 sdo proteinas chaperonas induziveis que desempenham um papel
importante na resposta ao estresse celular, auxiliando na prote¢do e na recuperacdo das
células expostas a condi¢Bes adversas (Asea, 2008; Clark & Peck, 2009). Os peixes,
como organismos aquaticos, estdo constantemente expostos a mudangas ambientais e a
fatores de estresse, incluindo variagfes na temperatura, poluentes quimicos como 0s

metais pesados (Svobodova, 1993).
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Quando os peixes sdo expostos a condi¢des estressantes, como a presenca de
metais pesados na agua, ha uma resposta celular desencadeada para proteger e reparar as
células danificadas. A expressdo das proteinas HSP70 é induzida nesses momentos,
permitindo que essas proteinas exercam suas funcdes de chaperonagem, ajudando na
correta dobragem de proteinas, na degradacdo de proteinas malformadas e na prevencéo
do estresse oxidativo (Yamashita et al., 2010). Além disso, a expressdo de HSP70 em
peixes pode servir como um biomarcador Util para avaliar a exposi¢do e a resposta ao
estresse causado por agentes ambientais, incluindo metais pesados, poluentes organicos

e variagGes extremas de temperatura na dgua ( Mohanty et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

O figado é um 6rgao fundamental para o metabolismo de substancias toxicas e,
portanto, € frequentemente afetado pela exposicdo a poluentes ambientais, incluindo
metais pesados. A avaliacdo dos efeitos desses poluentes no figado de peixes é
importante para entender como esses organismos estdo respondendo a exposicdo a esses
metais e quais 0s impactos na salde desses animais.

Além disso, H. intermedius é uma espécie nativa de agua doce encontrada em
varias bacias hidrograficas da América do Sul, incluindo a Bacia Amazonica, e €
amplamente utilizado como alimento. O estudo dos efeitos dos metais pesados no
figado dessa espécie é importante para avaliar o risco de contaminacdo desses peixes e
sua seguranga alimentar.

Portanto, o estudo do impacto de metais pesados no figado de H. intermedius é
fundamental para a compreensdo dos efeitos desses poluentes na salde dos peixes, na

cadeia alimentar e na salde humana.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cronicos da exposicdo a metais pesados sobre o figado de H.
intermedius do rio Paraopeba, bacia do rio S&o Francisco, Minas Gerais

4.2 Objetivo Especificos

« Identificar em laminas histoldgicas patologias no figado
o Comparar alteracdes histopatoldgicas com figados controles correlacionar as

histopatologias com concentragdes de metais

e Avaliar as alteragcBes na expressdo de metalotioneina (MT) e proteinas de

Choque Térmico-70 (HSP70) no figado, via imunohistoquimica
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5. ARTIGO A SER SUBMETIDO

AlteracOes histopatoldgicas e moleculares no figado de Hoplias intermedius
(Gunther, 1864) (Pisces: Erythrinidae) contaminados por metais pesados em

um rio Neotropical.

Gabriel Eric Rodrigues Arédest, Nilo Bazzoli2,Alessandro Loureiro Paschoalini®

ABSTRACT

Os metais pesados, oriundos de atividades humanas quanto de processos naturais,
representam uma ameagca para 0s organismos aquaticos e o meio ambiente. Para analisar
os efeitos de metais pesados sobre o figado do trairdo Hoplias intermedius do rio
Paraopeba, Minas Gerais, Brasil, foram coletados fragmentos do 6rgdo para analises
histopatologicas e imunohistoquimicas. Foram analisados na &gua e no figado a
concentracdo dos metais: Al, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Zn. Os resultados mostraram
concentra¢Bes de metais pesados na dgua acima dos niveis permitidos: Al, Cd e Mn e,
no figado: Cd, Pb, Cr e Fe. No figado observaram-se a dilatacdo e congestdo de
capilares sinusoides e veia lobular; vacuolizacdo dos hepatécitos; formacdo de centros
melanomacrofagicos e sinais de necrose tecidual. Na analise imunohistoquimica para
metalotioneina e proteinas de choque térmico (HSP70), foi observado um aumento das
marcacdes no figado de H. intermedius do rio Paraopeba, quando comparado com 0s
peixes do ambiente controle. Esses achados indicam possiveis impactos na saude

ambiental e humana pelo consumo de peixes contaminados.

Palavras chaves: Biodiversidade, Contaminacdo, Metalotioneina, HSP70.
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1. INTRODUCAO

Os peixes desempenham papel fundamental nos ecossistemas aquaticos,
contribuindo para a manutencdo da biodiversidade e para a estabilidade dos habitats
aquaticos, além da seguranca alimentar global, como importante fonte de proteinas e
nutrientes para populacdo (Worm, et al., 2006; Golden, et al., 2016). A crescente
industrializacdo e urbanizacdo ao longo dos ultimos séculos tém gerado impactos
ambientais preocupantes (Shahjahan, 2022). Entre os diversos problemas ambientas
enfrentados, a contaminacdo de ambientes aquéaticos por metais pesados emerge como
uma questao importante, gerando sérios desafios para a sustentabilidade e a preservacao
dos ecossistemas aquaticos. Por isso, determinar os niveis de contaminantes, como
metais pesados, e os efeitos potenciais desses poluentes em peixes e organismos que 0S
consomem, incluindo humanos, € de importancia mundial (Burger & Gochfeld,2005).

Os metais pesados, assim denominados devido a alta densidade e massa atémica
elevada (3,5 a 7,0 g/lcm® e 23 g/mol, respectivamente), sdo elementos quimico que
podem ocorrer naturalmente no meio ambiente e a sua introdu¢cdo no meio aquatico
pode ser oriunda do processo de intemperismo geoldgico (Hawkes,1997; Bradl, 2005).
Entretanto, a principal fonte nesses ecossistemas advém de atividades antrépicas como
efluentes domésticos, atividades industriais e agrarias (Bradl, 2005). Sendo
classificados como essenciais e ndo essenciais, 0S metais pesados essenciais, como:
ferro (Fe), cobalto (Co), manganés (Mn), niquel (Ni), cobre (Cu), molibdénio (Mo)
cromo (Cr), e zinco (Zn), desempenham fungbes importantes no organismo sendo
necessarios para varias fungdes bioldgicas, como o metabolismo, a formacéo de tecidos,
a atividade enzimdtica e a transmissdo de sinais nervosos. O ferro, por exemplo, é
essencial para a formacgéo dos globulos vermelhos do sangue e o transporte de oxigénio
(Sathawara, Parikh & Agarwal , 2004). Entretanto, metais nao essenciais como chumbo
(Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénio (As) e aluminio (Al) ndo desempenham
fungdes bioldgicas importantes e mesmo em pequenas concentragdes mostram alto
poder acumulativo e toxicidade em organismos (Yu, Tsunoda & Tsunoda, 2011;
Sfakianakis,2015), podendo causar disfungbes moleculares e fisioldgicas (Junior et al.,
2002). Além disso, exposicdes cronicas a esses poluentes, podem levar a alteracdes na
estrutura das comunidades, diminuicdo da diversidade bioldgica e consequentemente
impactos negativos na funcionalidade dos ecossistemas (Baby, 2010). Uma

caracteristica preocupante desses poluentes é que eles sdo dificilmente degradados ou
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metabolizados, acumulando-se no meio ambiente e nos organismos ao longo do tempo
(Paschoalini & Bazzoli, 2021).

Os peixes, como organismos aquaticos, estdo diretamente expostos a esses
poluentes e a bioacumulagdo desses metais no organismo eleva a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), podendo gerar stress oxidativo (Atli & Canli, 2010),
interromper a homeostase de ions, induzir a danos no DNA (Vieira et al., 2011; Nai et
al., 2015; Li et al., 2015), e gerar diversas histopatologias em diferentes Orgaos e
tecidos, podendo levar a necroses e cancer (Shahjahan, 2022). Adicionalmente, alguns
metais como aluminio, cadmio, cobre, chumbo e mercurio, possuem influéncia na
producdo e regulacdo hormonal, sendo chamados de metaloestrogenos e incluidos na
classe de poluentes conhecida como desreguladores endécrinos (EDCs) (Safe, 2003;
Paschoalini, Arantes & Bazzoli, 2019).

Sendo o principal 6rgdo responsavel pela desintoxicacdo, o figado desempenha
um papel fundamental na regulacédo de substancias quimicas potencialmente nocivas ao
organismo como 0s metais pesados, assim seu estado de saude pode ser um indicador
importante da qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos. Através de
biomarcadores, como enzimas hepaticas e acimulo de substancias tdxicas, é possivel
avaliar o impacto da poluicdo e de outros estresses ambientais nos peixes e, por
extensdo, nos ecossistemas em que vivem (Farombi et al, 2007; Abdel-moneim, Al-
kahtani, e EImenshawy, 2012).

Hoplias intermedius € uma espécie de peixe encontrada em diversas regides da
America do Sul, incluindo a bacia Amazonica, a bacia do rio Parana e a bacia do rio Séo
Francisco. Esta espécie desempenha um papel importante no ecossistema aquatico,
regulando populacdes de pequenos peixes e contribuindo para o equilibrio das
comunidades aquaticas, além de sua importancia econémica e gastronémica para a
populacdo local (Oyakawa & Mattox, 2009). H. intermedius também € considerada
ecologicamente resistente & mudancas ambientais capazes de viver em rios altamente
impactados (Vieira et al., 2015), como a bacia do rio Paraopeba, uma regido de grande
importancia econémica e ambiental localizada no sudeste do Brasil. No entanto, essa
bacia enfrenta grande pressao antropica decorrente do desmatamento, polui¢do hidrica,
expansao agricola e urbanizacdo desordenada, que impactam negativamente a salde do
ecossistema e a qualidade de vida das comunidades que dependem diretamente dos

recursos da regido (Thompson et al., 2020)
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O presente estudo tem como objetivo analisar os principais impactos no figado
de H. intermedius causados pela exposicdo a metais pesados no rio Paraopeba,
abordando as vias de contaminacdo, como atividades minerarias, despejo de residuos

domeésticos e industriais e seus efeitos sobre a biodiversidade e a satde humana.

2. METODOLOGIA
2.1 Amostragem, dados biométricos e indices bioldgicos

Exemplares de H. intermedius (n=5) foram coletados na regido mais poluida do
rio Paraopeba (20°08.754"S: 44°10°25"0) e no rio Abaeté (18°06°.29"S; 45°27°.06"0),
ambiente controle (n=5), visto que é um rio com boa qualidade de agua e baixos niveis
de metais no periodo de dezembro de2021. Os peixes foram capturados utilizando redes
de emalhar e tarrafas, e eutanasiados com imersdo em eugenol (250 mg. L-1). De cada
exemplar foram obtidos comprimento total (CT), peso corporal (PC) e peso do figado
(PF) e foi calculado indice hepatossomatico (IHS = 100 x PF/PC). Os procedimentos de
coleta seguiram o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e a pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética no
uso animal da PUC Minas, CEUA (protocolo 021/2015).

2.2 Analises histologicas

Fragmentos da regido média do figado de todos os exemplares coletados foram
fixados em liquido de Bouin por 8 a 12 h e mantidas em etanol a 70%. As amostras
foram gradualmente desidratadas em etanol, embebidas em parafina, seccionadas a 5
um de espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE).

Morfologicamente os cortes foram analisados em toda sua extensdo e
fotografados (ocular de 10X e objetiva de 40X) em 10 campos aleatérios em busca de

alteracGes morfoldgicas.

2.3 Imunohistoquimica

Para reacOGes imunohistoquimicas HSP70 e Metalotioneina (MT), cortes de
figado (n=5) passaram por lavagem em agua por 60 min e recuperacdo antigénica em
tampédo citrato (pH 6,0) por 30 min em banho-maria a 60° C. Em seguida, foram
incubados em H,0, a 3% para inativar a peroxidase enddgena. Para bloqueio

demarcagdes inespecificas, foi utilizado tampdo de bloqueio (2% de albumina de soro



25

bovino + 0,05% de Triton X-100 + 0,01% de Tweed 20). Anticorpos primarios (HSP70
e MT) foram aplicados aos cortes durante a noite em camara umida a 4°C. Para
visualizagdo das marcagOes, os cortes foram marcados com 3'3-diaminobenzidina
(DAB) e contra corados com hematoxilina. Para o controle negativo, os tratamentos

com anticorpos primarios foram omitidos.
2.3 Analise de metais pesados na agua e figado

Para analise de metais pesados, foram coletadas amostras de agua do rio
Paraopeba e no rio Abaeté, as quais foram armazenadas em vidros ambar e
imediatamente congeladas para posterior quantificacdo. Da mesma forma, fragmentos
de figado foram extraidos e armazenados a -20°C para quantificacdo de metais pesados.

Para os metais aluminio (Al), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre
(Cu) e ferro (Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn) a digestdo acida das amostras foi
realizada utilizando micro-ondas modelo StartD (Milestone) com aquecimento
controlado de temperatura para a determinacdo dos referidos metais por métodos
espectroscopicos (Milestone, 2010). Foram pesadas aproximadamente 1,5 g em
triplicata para cada amostra Umida e colocada em bombas de PTFE-TFM com 20 ml de
HNO; (65%), e digeridas durante 25 min a uma temperatura de 220°C. No processo de
digestdo também foram preparadas solucdes-branco de modo similar as amostras. Para
assegurar a qualidade analitica dos resultados e validagdo do método, amostras foram
comparadas com o padrdo certificado de proteina de peixe DORM 2 (fish protein
certified reference material for trace metals Canada).

2.4 Parametros fisico-quimicos da agua

Temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua nos
pontos de amostragem foram registrados utilizando sonda multiparamétrica Horiba
U51.

2.5 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
verséo 8.0 para Windows (GraphPad Software, SanDiego CaliforniaUSA,
www.graphpad.com). Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP), e 0s
resultados foram considerados significativos com intervalo de confianca de 95%

(p<0,05). Como os dados bioldgicos e as concentracdes de metais ndo apresentaram
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distribuicdo normal, foram analisados através do teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney.

3. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos da agua registrados nos dois ambientes nédo

mostraram diferencas significativas e estéo detalhados na tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos da agua nos rios Abaeté e Paraopeba

Abaeté Paraopeba
Dissolved oxygen (mg/L) 6.8+0.22° 6.5+0.79°
pH 6.4+0.21° 6.5+0.35°
Temperature (°C) 27.6+0.92° 25.6+1.35°%
Electrical conductivity (uS/cm) 57.1+7.54° 81.0+9.79°

Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os pontos (P<0.05)

A analise dos metais pesados (Al, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Zn) nas amostras de
aguas evidenciou a presenca de Al, Mn e Cd acima dos niveis preestabelecidos pelos
parametros oficiais segundo as referéncias CONAMA (2005), CCME (2011) e USEPA
(2017) (Tabela 2). Os niveis de Pb, Cu, Cr, Fe e Zn ndo foram detectados ou
apresentaram dentro dos parametros seguros nos pontos. No figado, os niveis de Al, Cu,
Mn e Zn estavam dentro dos limites seguros, ou ndo havia limites estabelecidos pelas
resolucBes consultadas: Em contrapartida, Cd, Pb, Cr e Fe apresentaram niveis acima

das referéncias estabelecidas (Tabela 2).



Tabela 2 - Anélise de metais na 4gua e no figado dos peixes provenientes dos rios Abaeté e Paraopeba

Metais Referencias
Amostras
Al Cd Pb Cu Cr Fe Mn Zn
Rio Abaeté (controle)
Agua 0.01+0.005 ND ND ND ND 0.1+0.05 ND 0.005+0.001
Figado 6.36+1.22 0.04+0.02 0.29+0.17 8.74+2.8 0.08+0.05 135.34+126.99 1.13+1.03 10.98+4.69
Rio Paraopeba
Agua 0.145 0.013 ND ND ND 0.259 0.163 0.027
Figado 29.7+18.5 0.11+0.08 0.91+0.70 8.1247.16 0.77+0.40 143.15+80.47 2.63+1.56 13.29+12.83
e e A 0.1 0.001 0.01 0.009 0.05 0.3 0.1 0.18 CONAMA (2005)
. 0.00009 0.001 0.002 0.001 0.3 0.35 0.03 CCME (2011)
0.087 0.00072 0.002 0.011 1.0 0.12 USEPA (2023)
o 0.05 0.3 ANVISA (2013)
Limites nos 0.05 0.2 30 109 FAO/WHO (2002)
tecidos (mg/Kg)

1.00 30 0.1 50 Decreto 55871 (1965)




O indice hepatossomatico calculado para os peixes provenientes dos dois locais
de coleta mostrou uma variagdo significativa, sendo os maiores valores registrados nos
individuos do rio Paraopeba e indicando um maior peso hepatico em relacdo ao peso

corporal (Figura 1).
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Figura 4 — Gréfico representando a comparacdo entre os indices hepatossomatico dos peixes
provenientes dos rios Abaeté e Paraopeba. **= variagdo significativa entre os rios

Histologicamente, o figado dos peixes controle apresentou organizacédo cordonal
do arranjo dos hepatdcitos, formando placa de celulas em contato direto com o0s
capilares sinusoides. Os hepatdcitos apresentaram forma hexagonal, com nucleo central,
baséfilo e vesiculoso. Os sinusoides apresentaram-se revestidos por endotélio com

células pavimentosas (Figura 2-A).

Nos peixes contaminados, foram observadas vérias histopatologias, como:
dilatacdo e congestdo de capilares sinusoides e veia lobular; vacuolizacdo dos
hepatdcitos (Figura 2-B e 2-C); formacdo de centros melanomacrofagicos (Figura 2-D e
2-E) e sinais de necrose tecidual, como retracdo e adensamento do nucleo(picnose) e

fragmentacdo do ndcleo picnotico (cariorrexe) (Figura2-F e 2-G)



Figura 5- Histopatologias de figado em H. intermedius expostos a metais pesados. A=
Representacdo de figado saudavel, B= Dilatacdo e congestdo de capilares sinusoides e veia
lobular (seta), e pontos de vacuolizacdo dos hepatocitos (cabeca de seta); C= vacuolizagdo
sistémica de células hepaticas (cabeca de seta); D e= pequeno centro melanomacrofagico
(circulo), dilatacdo e congestdo dos capilares sinusoides (setas). Formacdo de centro
melanomacrofagico (circulo); F= necrose tecidual (quadrado); G= detalhe da figura anterior
mostrando area de necrose do tecido hepatico ao redor de capilar sinusoide, picnose (estrela) e
cariorrexe (asterisco). Coloracao HE.



Na analise imunohistoquimica para metalotioneina (MT), foi observado um
aumento das marcacdes no figado de H. intermedius do rio Paraopeba, quando
comparado com os peixes do ambiente controle (Fig 3A) No figado dos peixes
contaminados foram observadas marcacgdes fortemente positivas em células endoteliais
da veia lobular e endotélio de capilares sinusoides e células de Kupfer, além disso
também foi observada uma marcacdo mais fraca e difusa no citoplasma dos hepatocitos
(Figura 3B).
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Figura 6 — Imunohistoquimica para metalotioneina (MT) e Proteina de choque térmico
(HSP70) em figado, de H. intermedius provenientes do rio Paraopeba MG. A = Figado de
exemplar do rio Abaeté - controle. B= figado com marcagdes positivas no endotélio (seta),
celulas de Kupfer (cabeca de seta) e hepatdcitos (encarte); C= Marcagdes difusas de HSP70; D=
Marcacdes fortemente positivas de HSP70 em peixe proveniente do rio Paraopeba.



4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas a presenca de metais pesados em ambientes aquaticos é
uma preocupacdo ambiental devido aos efeitos negativos sobre o0s ecossistemas
aquaticos, a vida marinha e, saude humana. Os peixes por sua vez, desempenham um
papel fundamental como bioindicadores da saude do meio ambiente devido a sua
sensibilidade aos impactos ambientais e a sua posicdo na cadeia alimentar, sendo
altamente suscetiveis a mudancas nas condi¢cGes ambientais, tornando-os indicadores
das condigdes dos ecossistemas aquaticos ( Chovanec , Hofer e Schiemer, 2003;
Authman,2015).

Medir os parametros fisicos e quimicos em um rio é fundamental, muitos
organismos aquaticos sdo sensiveis a mudangas nos parametros fisicos e quimicos da
agua. O monitoramento constante ajuda a identificar condi¢Ges adversas que podem
afetar peixes, anfibios e outros seres vivos aquaticos, permitindo a tomada de medidas
para protegé-los (Suharto et al.,2019). No presente estudo ndo se constatou diferenca
significativa (p<0,05) para os parametros fisicos e quimicos da agua nos rios Abaeté e
Paraopeba ressaltando a ndo interferéncia destes nos resultados apresentados. O rio
possui qualidade para abastecimento publico, apos tratamento adequado, como também
capacidade para abrigar a fauna e flora ali existente. No entanto, O Instituto Mineiro de
Gestdo das Aguas (IGAM), em seu boletim informativo n° 46 de margo de 2023 ainda
recomendava a ndo utilizacdo da dgua bruta do rio Paraopeba para qualquer fim, como
medida preventiva, no trecho de aproximadamente 250km apos o local de rompimento
da barragem B1.

A concentracdo de metais acima dos pardmetros na &gua evidéncia a
contaminacdo do meio hidrico desta bacia. As consequéncias destas altas concentraces
sdo notorias e demonstradas em varios estudos. De carvalho, et al., (2017) também
evidenciou altas concentracdes de Al, Ni e Cu nas aguas do rio Doce no distrito de
Bento Rodrigues, em Mariana, Minas Gerais, segundo o autor a presenca de Ni nos
corpos d’dgua ndo ¢ comum, assim como o Cu, Al geralmente aparecem em
concentracbes baixas. Ndo diferente o proprio IGAM também em seu boletim
informativo n® 46 de marco de 2023, seguindo como pardmetro a Deliberacao
Normativa Conjunta Copam/CERH-MG n° 08/2022 também evidenciou violagdes nos
niveis de Al, Mn e Fe sobre os limites legais estabelecidos para Classe 2, no Rio

paraopeba (IGAM,2023). Tomando o Al como exemplo, 0 aumento de suas



concentracBes pode ser toxico para diversos organismos aquaticos, incluindo peixes,
invertebrados e algas (Chapman, 2002). Simultaneamente, com o objetivo de analisar a
situacao

da poluicdo no ambiente aquatico da Malasia, Shazili et al., (2006) evidenciaram a
contaminacdo por Pb e Zn nos sedimentos de ambientes costeiros que recebem residuos
de areas de altas atividades humanas, além da agua de alguns rios proximos as grandes
cidades onde os bivalves e algas também possuiam altas concentracGes dos poluentes.
Outro estudo, realizado no Reino Unido, indicou o aumento de 50% na incidéncia de
pessoas com o mal de Alzheimer ao consumo de dguas com concentra¢Bes superiores a
0,01 mg L-1 de Al. (Di Bernardo Paz, 2008). Nosso estudo também corrobora com tais
resultados evidenciando a concentracao elevada de Al ,Cd e Mn naaguae Cd, Pb ,Cre
Fe nos tecidos de H. Intermedius mostrando mais uma vez os problemas ambientais no
meio aquatico, saude animal e humana, na bacia do rio Paraopeba também a nivel
mundial.

A presenca de metais pesados na dgua afeta diretamente 0s peixes, a maioria dos
metais ndo podem ser simplesmente metabolizados em compostos que o0 tornardo menos
toxicos. Uma vez inseridos no corpo d’agua, sua agregacdo aos sedimentos e na dicta
dos animais leva a uma bioacumulagdo irreversivel (Baby, 2010; Frémion, 2016).
Paschoalini et al. (2019) ao analisar o acumulo de metais pesados e desregulacdo
enddcrina em Prochilodus argenteus, espécie presente na bacia do rio Paraoepba
evidenciaram modificacbes morfofisiolégicas como como dilatacdo e congestdo dos
sinusoides e presenca de centros melanomacrofagicos.

O indice hepatossomatico (IHS) é uma medida utilizada em estudos e pesquisas
para avaliar a relacdo entre o figado e o peso corporal de um organismo, comumente
utilizada em estudos sobre toxicologia e fisiologia (Agostinho, et al. 2018). Mudancas
no indice hepatossoméatico podem indicar condicdes de salde, como problemas
hepéticos, inflamagdes ou lesdes fornecendo uma abordagem mais abrangente do estado
de salde dos peixes expostos a agua contaminada (Furley, 2015). Neste estudo,
diferencas significativas podem ser explicadas pela exposicdo aos metais pesados na
agua. Authman, (2011) relatou que IHS em peixes exposto a altas doses de Al foi maior
que o grupo controle e esta situacdo estava relacionada ao acimulo de lipidios no figado
do peixe. Monsefrad et al. (2012) também correlacionaram o aumento do IHS a

presenca de metais pesados detectados no figado



Por sua vez, o figado, érgdo alvo do estudo, é o principal 6rgdo relacionado a
metabolizacdo de poluentes e desintoxicacdo dos peixes e de outros seres vivos ( Bruslé
e Anadon, 2017), A contaminacdo por metais pesados pode ser um importante agente
indutor nas alteragGes morfoldgicas e na estrutura dos figados desses animais. Rabitto et
al (2005) evidenciou os efeitos histopatologicos e bioquimicos como perda da forma
nuclear, picnose nuclear e aumento da atividade fagocitaria da exposicdo de Pb e
tributilestanho (TBT) na dieta induzida de Hoplias malabaricus. Teh et al. (1997) e
Pacheco & Santos (2002) também relataram lesdes hepéticas em peixes como evidéncia
da exposi¢cdo a multiplos estressores ambientais, colaborando com a hipdtese de uma
relacdo pratica entre biomarcadores histopatoldgicos e bioquimicos para avaliacdo da
salide do organismo e ecossistema.

Em concordancia, evidenciamos de alteracdes histopatol6gicas no figado de H.
intermedius. A priori houve a dilatacdo e congestdo de capilares sinusoides e veia
lobular. A congestdo dos capilares sinusoides e veia lobular refere-se a um acumulo
excessivo de sangue nos capilares (Henares, 2007; Pinheiro, 2017). Junto a isto,
segundo Deore & Wagh (2012) a presenca de vacuolizacdo nos hepatdcitos pode ser um
sinal de ingestdo ou exposicdo de substancias tdxicas. A ocorréncia dos centros
melanomacrofagicos (CMMs) também pode ser um bom biomarcador de exposi¢do a
agentes de estresse diversos (Rabitto et al, 2005). Centros melanomacrofagicos no
figado de peixes podem indicar um processo inflamatorio crénico ou uma reagéo a
danos no tecido hepatico sendo um bom biomarcador de exposi¢do a agentes de estresse
diversos (Rabitto et al, 2005). Alguns autores demonstraram que CMMs em 0rgaos
como figado, rins, baco e intestino aumentam de tamanho e/ou frequéncia quando
expostos a metais pesados e alcaldides (Glencross et al, 2006; Fishelson, 2006). Ja a
necrose tecidual possui diferentes origens, entretanto, o estresse oxidativo gerado pelos
metais nas células, podem acarretar danos nas membranas celulares, nas organelas e no
material genético (Lackner,1998). Como resultado, ocorrem alteracdes nas funcbes
celulares normais, levando a eventos de necrose como a carriorexe e picnose a
degradacdo dos tecidos comprometendo a funcdo desses Orgdos, interferindo em
processos metabolicos e na homeostase do individuo (Teh et al, 1997).

A imunohistoquimica é uma técnica laboratorial amplamente utilizada na area
da patologia e pesquisa para identificar, localizar e quantificar proteinas especificas em
amostras de tecido. Essa técnica emprega anticorpos que se ligam a proteinas-alvo em

tecidos (Ramos-Vara, 2005; Schacht & Kern, 2015) o que também a torna um excelente



biomarcador devido a sua especificidade e capacidade de se ligar a ions metalicos, a
podendo ser utilizada no monitoramento de ambientes aquaticos contaminados por
metais pesados onde sua funcdo bioldgica envolve detoxificacdo e a homeostase de
metais (Chan, 1995; Rajeshkumar et al., 2013). A alta expressdo de metalotioneina nos
figados amostrados corroboram para a evidéncia de metais pesados no figado de H.
intermedius. Quando o0s peixes sao expostos a altas concentracGes de metais pesados em
seu ambiente, as células do figado podem responder produzindo maiores quantidades de
MT (Hamer, 1986), isso ocorre porque a MT tem a capacidade de se ligar a ions
metalicos toéxicos, prevenindo assim danos celulares e protegendo o organismo.
(Hamilton, 1986; Olsson, et al., 1993; Jabeen,2022). Entretanto, mesmo que se
recomende o uso da MT em estudos de contaminacdo por metais pesados, por sua
utilizacdo, em estudos toxicoldgicos, principalmente brasileiros, ainda é pouco
estabelecida e necessita ser melhor investigada na ictiofauna.

Por sua vez, a expressdao da HSP70 nos figados amostrados também é um indicio
de contaminacdo por metais pesados.A reacdo ao estresse € uma caracteristica
fundamental da HSP70. Em situacdes de estresse, como toxinas, a expressdo da HSP70
é aumentada. Isso ocorre como uma resposta adaptativa da célula para proteger e
preservar suas proteinas e estruturas celulares ( Pelham, 1982; Yamashita,Yabu e
Ojima, 2010). Um estudo realizado por Bianchini et al. (2005) investigou a expressao
de HPS70 em peixes marinhos expostos a diferentes concentragfes de cobre. Os
resultados indicaram um aumento significativo na expressao do gene HPS70 nos peixes
expostos ao metal em comparagdo com o grupo controle. Isso sugere uma resposta
adaptativa dos peixes para lidar com o estresse induzido pelo cobre. Além disso, uma
pesquisa conduzida por Martinez et al. (2010) analisou os efeitos da exposicdo ao
cadmio na expressdo de HPS70 em peixes de agua doce. Os resultados revelaram um
aumento na expressdo de HPS70 no figado e nas branquias dos peixes expostos a
concentra¢Bes de cadmio, demonstrando a ativacdo desse gene como parte da resposta
ao estresse causado por esse metal pesado, como também observado por Savassi et al.
(2020).



5. CONCLUSAO

O presente estudo indica que ha contaminacdo por metais pesados tanto na agua da
bacia do rio Paraopeba, quanto nos figados amostrados de H. intermedius. Também
pode-se relacionar a maior ocorréncia de alteracdes histopatolégicas no figado com a
bioacumulacdo de metais pesados. Estas alterac@es, associadas ao aumento da expressao
de MT, HSP70 no figado de H. intermedius, sugerem que estes podem ser utilizados
como biomarcadores na avaliacdo de qualidade ambiental em ecossistemas aquaticos
contaminados por metais pesados. Em resumo, os dados obtidos no presente estudo
mostram que 0s metais pesados podem influenciar negativamente a biologia de H.
intermedius e indiretamente na salde humana através consumo desse peixe

contaminado.
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