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EPIGRAFE

“No fim tudo da certo, e se ndo deu certo ¢ porque ainda ndo chegou ao fim."

Fernando Sabino



RESUMO

O Brasil sentiu, recentemente, as consequéncias da falta de observancia e de medidas
preventivas no setor minerario. O rompimento de barragens de rejeito € um risco inerente a
industria de mineracdo devido a dindmica econémica do setor. Apesar disto, a atencao dada a
essa problematica ndo tem sido suficiente, visto os repetidos eventos de rompimento de
barragens no Brasil e no mundo. A eteramina € um coletor utilizado no setor minerario
brasileiro, que ap0s seu uso, € destinada as barragens de rejeito. Ndo sdo facilmente
biodegradaveis e sdo toxicas para organismos aquaticos. O processo de biodegradacdo e 0s
produtos formados, ndo estdo completamente compreendidos, sendo que as incertezas quanto
a presenca de eteramina e sobre os efeitos causados por elas, quando da ocorréncia de
vazamentos e/ou rompimento das barragens de rejeitos, merecem maior atencdo e
monitoramento. Sendo a eteramina um coletor anidnico largamente utilizado no setor
minerario brasileiro, e a escassez de estudos sobre seus impactos no ecossistema aquatico; o
presente trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis alteracbes provocadas pela
exposicdo aguda ao composto.por meio de pardmetros bioquimicos, glutationa reduzida
(GSH); hematologicos, hemoglobina (Hb) e metahemoglobina (MetHb); fisioldgicos,
frequéncia ventilatoria (FV); e alteragdes histopatoldgicas nas tilapias (Oreochromis niloticus)
expostas. Juvenis de tilapia (3,1+0,3 cm, 0,6+0,1 g) foram expostos a diferentes
concentracOes de eteramina da agua: 0 (controle); 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 6,4 mg/L, por 96 h. Em
cada tratamento duplicado, sete peixes foram mantidos em béqueres de 2 L por 96 h, em
temperatura aproximada de 28°C, fotoperiodo de 12 h e pH aproximadamente de 7,4. Para a
estimativa das concentracgdes letais medianas (CLs0-96 h) foi utilizado o programa “Trimmed
Spearman Karber method.” A concentragdo letal mediana (CLso-96 h) foi de 2,34 mg/L com
um nivel de seguranca de 0,23 mg/L de eteramina, especifco para esta espécie. O composto
agiu como agente estressor, reduzindo as concentracdes de Hb e de GSH, e induzindo a
formacdo de MetHb, e 0 aumento da FV em tilapias. O estudo histopatolégico mostrou os
principais efeitos causados nas brénquias e figado, corroborando no que diz respeito aos
cuidados que devem ser tomados com poluentes no ambiente aquatico. As principais
alteracOes encontradas nas branquias foram hiperplasia, hipertrofia, hiperemia, fusdo lamelar,
desprendimento do epitélio respiratorio, aneurismas, entre outros. Sendo que se intensificaram

com a exposi¢do as crescentes concentragdes de eteramina na agua.

Palavras chave: Ecotoxicologia, concentracao letal mediana, CLso, minerag&o.



ABSTRACT

Brazil has recently felt the consequences of the lack of compliance and preventive measures
in the mining sector. The failure of tailings dams is an inherent risk in the mining industry due
to the economic dynamics of the sector. Despite this, the attention given to this problem has
not been enough, given the repeated events of dam failure in Brazil and in the world.
Etheramine is a collector used in the Brazilian mining sector, which, after its use, is destined
for tailings dams. They are not readily biodegradable and are toxic to aquatic organisms. The
biodegradation process and the products formed are not completely understood, and the
uncertainties regarding the presence of etheramine and the effects caused by them, when
leakage and/or rupture of tailings dams occur, deserve greater attention and monitoring. Since
etheramine is an anionic collector widely used in the Brazilian mining sector, and the scarcity
of studies on its impacts on the aquatic ecosystem; the present work had as objective to
evaluate the possible alterations provoked by the acute exposition to the compound. through
biochemical parameters, reduced glutathione (GSH); hematological, hemoglobin (Hb) and
methemoglobin (MetHb); physiological, ventilatory frequency (VF); and histopathological
changes in exposed tilapia (Oreochromis niloticus). Juvenile tilapia (3.1+0.3 cm, 0.6+0.1 Q)
were exposed to different concentrations of etheramine in the water: 0 (control); 0.4; 0.8; 1.6;
3.2 and 6.4 mg/L, for 96 h. In each duplicated treatment, seven fish were kept in 2 L beakers
for 96 h, at a temperature of approximately 28°C, photoperiod of 12 h and a pH of
approximately 7.4. To estimate the median lethal concentrations (CLso-96 h) the “Trimmed
Spearman Karber method” program was used. The median lethal concentration (LCs0-96 h)
was 2.34 mg/L with a safety level of 0.23 mg/L of etheramine, specific for this species. The
compound acted as a stressor, reducing the concentrations of Hb and GSH, and inducing the
formation of MetHb, and the increase of FV in tilapia. The histopathological study showed
the main effects caused in the gills and liver, corroborating with regard to the care that must
be taken with pollutants in the aquatic environment. The main alterations found in the gills
were hyperplasia, hypertrophy, hyperemia, lamellar fusion, detachment of the respiratory
epithelium, aneurysms, among others. They intensified with exposure to increasing

concentrations of etheramine in water.

Keywords: Ecotoxicology, median lethal concentration, LCso, mining.
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a contaminacdo dos recursos hidricos pode ser apontada como uma das
consequéncias da busca continua pelo desenvolvimento econémico mundial. Entre as
possiveis fontes de contaminacdo dos recursos hidricos, encontram-se os efluentes de
processos industriais que se ndo forem tratados e destinados adequadamente podem acarretar
Sérios prejuizos ao ambiente.

A poluicdo quimica, seja de natureza organica ou inorganica, decorrente da industria,
pode afetar seriamente o meio ambiente (Aguiar et al., 2002). A minera¢do é uma atividade
industrial consumidora de grandes quantidades de &dgua na etapa de beneficiamento, onde se
separa o rejeito do minério. Devido a necessidade de aumentar a eficiéncia do processo de
beneficiamento, vé-se uma intensificacdo do emprego de produtos quimicos como
depressores, dispersantes, floculantes, coletores, espumantes, dentre outros (Silva, 2009).
Esses quimicos utilizados ficam contidos no rejeito do processo que € destinado as barragens
de contencdo, podendo ser uma forma de contaminacgéo dos recursos hidricos.

Um exemplo da extensdo poluidora deste setor foi vivenciado recentemente no pais,
com repercussdo mundial, por ser considerado o maior desastre ambiental da historia do
Brasil. Em novembro de 2015, ocorreu o rompimento da barragem de rejeitos de Fundao da
Samarco Mineracdo S.A., causando a destruicdo do subdistrito de Bento Rodrigues, em
Mariana, na Regido Central de Minas Gerais, Brasil. Além da elevada quantidade de material
solido particulado, também estava presente a eteramina, coletor usado no processo de
beneficiamento do minério de ferro, que tem potencial de interferir na comunidade aquética
devido & sua toxicidade.

No entanto, pouco se sabe sobre a acdo da eteramina em sistemas bioldgicos, e, além
disso, a sensibilidade a contaminantes existente no meio aquatico é diferente para cada
espécie e para cada fase de desenvolvimento do animal (Ribeiro et al., 2009), sendo
necessario estudos toxicolégicos com diferentes espécies. Porém, o 6nus gerado com estudos
para todas as espécies existentes é inviavel, sendo necessaria a escolha de organismos testes
como representantes para inferir o comportamento metabolico como um todo. De acordo com
0 que fora destacado, o objetivo deste trabalho foi demonstrar o efeito causado pela exposicdo
a eteramina sobre a sobrevivéncia, frequéncia ventilatoria (FV) e parametros sanguineos, tais
como: hemoglobina (Hb), metahemoglobina (MetHb) e glutationa (GSH), em juvenis de
tilapia (Oreochromis niloticus), bem como possiveis alteragBes teciduais nas branquias e no

figado dos animais expostos, buscando compreender a acdo desse composto.



17

2.REFERENCIAL TEORICO

2.1.Mineracao

A mineracdo Brasileira remete a época colonial, com a busca e o aproveitamento de
seus recursos naturais. Segundo o IBRAM (2015), o Brasil é detentor de uma diversidade
geoldgica propicia a existéncia de jazidas de varios minerais, conquistando posicdo de
destague no cenario global, tanto em reservas quanto em producao mineral.

A atividade envolve setores destinados a pesquisar, mensurar, extrair, beneficiar e
transformar recursos minerais, tornando-os proveitos econdmicos e sociais (IBRAM, 2016).
Esse setor industrial foi construido sob uma visdo estratégica de desenvolvimento nacional,
tendo por base uma politica e uma legislacdo fomentadoras (Barreto, 2001), sendo atividade
indispensavel para a manutencdo do padrdo de vida e avancos tecnologicos do mundo
moderno.

O Brasil é destaque no setor minerador, movimentando US$ 28,3 bilhdes em
exportacbes em 2017, um aumento de 31,2% em relacdo ao ano anterior, com saldo mineral
aumentado em 27% em relacdo a 2016 (IBRAM, 2018c). Nesse contexto, 0 minério de ferro
esta inserido entre um dos mais importantes bens primarios para a industria de transformacéo
no pais (Colling e Rizzo, 2017), representando uma parcela de 68% do total de produtos
minerais exportados em 2017 (IBRAM, 2018a).

O pais € o segundo maior exportador de minério de ferro do mundo (Colling e Rizzo,
2017), sendo extraido, principalmente, nos Estados de Minas Gerais e Para (BRASIL, 2017).
O setor mineral de Minas Gerais contribuiu com 63,83% do saldo comercial de todo o Estado,
sendo o ferro o principal produto de origem mineral exportado, representando 71% em 2017
(IBRAM, 2018b).

Segundo IBRAM (2015), as principais empresas produtoras de minério de ferro no
Brasil em 2014 foram: Vale S.A. (79,92%), Companhia Siderurgica Nacional/Namisa
(8,26%) e Gerdau (1,9%). A Samarco Mineracdo S.A., joint-venture da BHP Billiton Brasil
Ltda. e Vale S.A, também se consolidou entre as mais importantes empresas do mercado de
minério de ferro, com operagdes em Minas Gerais e Espirito Santo (Samarco, 2014).

No entanto, apesar de imprescindivel, grandes responsabilidades seguem adjacentes a
atividade de minerac&o devido ao seu potencial impacto poluidor. E importante destacar que:

As preocupagfes com a preservacdo do meio ambiente aparecem nos anos 80,
embora algumas empresas tenham comecgado a incorpora-las ja na década de 1970.
Nesse sentido, tem-se uma evolugdo do equacionamento da dimensdo ambiental no
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Brasil, que se refletiu no setor mineral e que se pode identificar em trés grandes
fases: a primeira até os anos 60, caracterizada por uma visao fragmentada, quando a
protecdo ambiental incidia apenas em alguns recursos, particularmente aqueles
relacionados mais estreitamente a salide humana, como o controle da agua potavel, a
preocupacao por algumas espécies da flora e fauna e pelas condigBes no ambiente de
trabalho; a segunda, dos anos 70 a 80, inicia-se com o enfrentamento de questdes
mais amplas, como a polui¢do ambiental e o crescimento das cidades, culminando
com a visao holistica do meio ambiente como um ecossistema global; e a terceira, a
partir dos anos 90, que posiciona o paradigma do desenvolvimento sustentavel como
o0 grande desafio, ou seja, como equacionar desenvolvimento econdmico e social
com preservacdo do ecossistema planetario (Barreto, 2001, p.6).

Um dilema social do mundo moderno seria a aplicacdo de agdes que reduzam 0s
residuos gerados diariamente, mantendo-se 0s mesmos padrdes de vida. O mesmo dilema
pressiona o setor minerario, onde a eficiéncia no uso dos recursos e o desenvolvimento de
tecnologias para o aproveitamento de residuos sdo estratégicos (IBRAM, 2016).

A importancia do presente estudo reside no fato de que o olhar para natureza como mera
condicdo de producdo pelo setor minerario ndo estd mais sendo admissivel. E esta perspectiva
se torna evidente quando noticiado diversos casos de negligéncia que causaram desastres
ambientais do setor ao longo dos anos.

O rompimento de barragens de rejeito € um risco inerente a industria de mineracéo
devido a dindmica econdmica do setor mineral (Mansur et al., 2016). Apesar disto, a atencéo
dada a essa problematica ndo tem sido suficiente, visto os repetidos eventos de rompimento de
barragens de mineracgao no Brasil e no mundo.

Bowker e Chambers (2015) ao analisar os rompimentos de barragens ocorridos entre
1910 e 2010, notaram o aumento da ocorréncia de rompimentos, identificando mais de 30
rompimentos apds o ano de 1990 no mundo. Os autores acreditam que isso seja reflexo da
modernizacdo do setor minerario, sendo que tecnologias foram aplicadas para extracdo de
minérios em concentracdes cada vez menores, aumentando a quantidade de rejeitos da
atividade.

No contexto Brasileiro, somente nos Gltimos 13 anos, a mesma empresa (Samarco S.A.)
esteve envolvida em trés desastres ambientais causados pela atividade de mineracdo. Segundo
Mansur et al. (2016), em 2006, em Barra Longa (MG); em 2008, em Anchieta (ES); e em
2010, em Espera Feliz (MG), o vazamento da polpa de minério contaminou cursos d’agua,
comprometendo, em especial, o abastecimento para o consumo humano. Além disto, 0s
autores afirmam que a mineradora acumulava 19 infracbes ambientais desde 1996 até o

momento do rompimento da barragem de Fund&o (2015), maior desastre ambiental da historia


https://www.sinonimos.com.br/perspectiva/

19

do Brasil, até 0 momento da concepgédo deste trabalhol, o que contabilizava uma média de
uma infragdo por ano.

Em novembro de 2015, ocorreu o rompimento da barragem de Funddo, que € uma
barragem de rejeitos da Samarco S.A., causando a destruicdo do subdistrito de Bento
Rodrigues, em Mariana, na Regido Central de Minas Gerais (Mansur et al., 2016). Além de
afetar o espaco fisico, destruindo a cultura e historia das comunidades, desequilibrou todo um
ecossistema adjacente ao acidente, afetando também economia e a vida em sociedade
dependente da bacia do rio Doce. Os efeitos da tragédia puderam ser observados desde a
jusante da barragem rompida, até a foz do rio Doce, na regido costeira do Espirito Santo.

A barragem de Fundao compreendia dois reservatorios independentes para a disposicao
de rejeitos arenosos (Dique 1) e lama (Dique 2), onde a estimativa da capacidade plena e o
tempo de vida util seria de 79,6 milhdes de m® de rejeito em 15,93 anos, e 32,2 milhdes de m*
em 4,96 anos, respectivamente, ocupando uma area de 250 ha (SUPRAM, 2008).

De acordo com IBAMA (2015) a barragem continha 50 milhdes de m? de rejeitos,
classificados como soélidos, ndo perigosos e nao inertes, como ferro e manganés. Desse total,
34 milhdes de m3 foram lancados de imediato com o rompimento e 0s 16 milhGes restantes
foram carreados aos poucos para jusante do acidente.

Inicialmente, esse rejeito atingiu a barragem de Santarém, causando seu galgamento e
forcando a passagem de lama por 55 km no rio Gualaxo do Norte até desaguar no rio do
Carmo (IBAMA, 2015). O rio do Carmo tem 134 km de extensdo e sua foz encontra-se no
municipio de Rio Doce (MG), e quando encontra o rio Piranga, formam o rio Doce (Barbosa
et al., 2005). Uma vez no rio do Carmo, os rejeitos percorreram 22 km até o rio Doce, por
onde foram carreados até a sua foz no Oceano Atlantico, chegando ao municipio de Linhares
(ES) em 21 de novembro de 2015, totalizando 663,2 km de corpos hidricos impactados
(IBAMA, 2015). Os rejeitos eram formados por grande quantidade de substancias quimicas
usados no processo de flotacdo, além de metais e areia (Lopes, 2016).

Durante o processo de finalizagcdo do trabalho ocorreu outro rompimento de barragem
em Brumadinho (MG) da Vale S.A. Segundo a Vale (2019), até 2016, a Barragem | da Mina
Corrego do Feijao recebia rejeitos da mineracédo, e a partir de entdo, a mesma foi inativada,
mas tendo um volume disposto de 11,7 milhdes de m®. O rejeito do rompimento dessa
barragem, no dia 25 de janeiro de 2019, esta concentrado no cérrego Feijao e Carvao, e na sua

confluéncia com o Paraopeba. A empresa ressalta que ao longo do rio Paraopeba até a foz do

'Durante o processo de finalizagdo do trabalho ocorreu outro rompimento de barragem em Brumadinho (MG) da
mineradora Vale S.A.
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rio Sdo Francisco esta sendo feito o monitoramento, com coletas diarias de agua e de
sedimentos para analises quimicas.

Ainda ndo ha informacdes divulgadas sobre quais coletores a empresa utilizava na
mineracao, e talvez, devido ao tempo percorrido da inativacdo ao rompimento, até mesmo ja
tenham sido degradados. Pouco se sabe sobre a proporcdo desse ocorrido e ha davidas se ele
pode ter ultrapassado o caso de Mariana no quesito poluigdo ambiental. O que se tem de
informacdo no momento é que o rompimento dessa barragem superou o rompimento da

barragem de Fundao no nimero de vidas perdidas devido ao soterramento.

2.2.Beneficiamento do minério de ferro

A mineracdo de ferro é amplamente explorada no Brasil e representa atividade
importante da economia do pais. A etapa de separacdo do minério, basicamente desassocia a
matéria prima em minério, rejeito e estéril. Ap6s separacdo, 0 minério sofre um tratamento
para adequacdo as exigéncias do mercado. Segundo a mineradora Samarco (2015), o rejeito é
0 material sem valor econdmico ap6s o beneficiamento do minério, que € armazenado em
barragens ou pilhas, e o estéril é o material que envolve o minério, que é removido no
processo de lavra, ainda na mina.

Devido a diminuicdo das reservas de minério de ferro, vé-se a necessidade de
otimizacdo de processos que concentrem o produto extraido (Teodoro e Ledo, 2004) e que
sejam aceitos comercialmente. A técnica de flotacdo reversa € a mais utilizada entre os
processos de concentracdo de minério de ferro (Teodoro e Ledo, 2004). Muitas mineradoras
utilizam coletores catidnicos, como a eteramina e eterdiamina, para flotar o quartzo, e o
amido, para deprimir o minério (Pires et al., 2003; Silva, 2009) no procedimento para
concentrar o produto final.

Segundo Pires et al. (2003), tanto o depressor como o coletor sdo compostos organicos
anfipaticos, onde a eteramina vai adsorver o quartzo sobre sua superficie, tornando-o
hidrofobico, promovendo sua flotacdo e descarte desse rejeito. Ainda de acordo com esses
autores, nesse processo, a flotagdo é chamada de reversa, pois ao se usar um coletor catidnico
retira-se o constituinte de menor interesse do produto final, sendo posteriormente destinado a
barragem de rejeitos.

Os problemas ambientais relacionados a esses compostos, principalmente os efeitos nos
organismos, ainda ndo foram suficientemente pesquisados, sendo que a intensa exploragéo do
ferro implica em maior geracdo de rejeitos (Colling e Rizzo, 2017). As aminas utilizadas

como agente de flotagdo na mineracdo, possuem as seguintes caracteristicas: corrosividade,
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provocando queimaduras quando em contato com a pele e toxicidade para organismos
aquéticos (Clariant, 2009a; Clariant, 2014). Portanto, uma das medidas de prote¢cdo ao meio
ambiente € de que o reagente ndo atinja os recursos hidricos, sendo complementada com
estudos toxicoldgicos para elucidar o comportamento fisiologico dos animais frente a

exposicao.

2.3.Toxicologia das eteraminas

Ainda ha pouca informacéo sobre a toxicidade de aminas empregadas no processo de
flotagdo, assim como seu comportamento, uma vez dispostas na barragem de rejeitos. A
presenca de poluentes em ambientes aquaticos pode alterar a composicao fisico/quimica da
agua, atingindo sua biota, além de interferir nos usos e servigos dos recursos hidricos. As
aminas sdo compostos organicos que contém o grupo NH: ligado a um grupo alquil ou aril
(Peres et al., 2000). Sdo os coletores catidbnicos mais usados na flotagdo de minérios no
mundo (Aradjo et al., 2010) sendo que somente as alquilaminas sdo empregadas nesse
processo (Peres et al., 2000).

As aminas sdo classificadas como primarias, secundarias e terciarias (Colling e Rizzo,
2017), e sdo formadas a partir da substituicdo, respectivamente, de um, dois ou trés atomos de
hidrogénio da molécula de aménia por um radical alquil (Calgaroto, 2014), obtendo diferentes
compostos quimicos (Fig.1).

Figura 1. Etapas de formacdo do composto
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Amodnia
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R”:"H R”:“H R” : "R
H R' R
Amina primaria Amina secundaria Amina terciaria

Fonte: http://www.abc-cosmetologia.org.br

Na equacdo 1, observa-se a formacdo de uma amina primaria com a substituicdo de um
hidrogénio por um radical alquil (Peres et al., 2000).
NH3;=RNH: (1)

R = radical alquil

Na equacdo 2, observa-se a formacdo de uma eteramina geneérica, com a introducao de

um grupo O-(CH>)s entre os radicais alquil e o &omo de nitrogénio (Peres et al., 2000).
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RNH2>=>R-0O-(CH3)3-NH:2 (2)

R = radical alquil

Apesar da presenca de um grupo éter aumentar a sua solubilidade (Neder, 2005), a
cadeia carbonica é quem apresenta a maior variacdo entre os coletores, sendo que, quanto
maior for a cadeia, menor sera a solubilidade da eteramina (Peres et al., 2000).

No mercado mundial, as empresas Akzo Nobel® e Clariant® apresentam o maior volume
de venda de coletores de flotacdo, sendo os mais utilizados na flotacéo de ferro, os de férmula
estrutural [R—-O—(CH2)s-NH?®]*, onde 0 R tem aproximadamente 10 a 14 carbonos (Colling e
Rizzo, 2017). Estima-se que o consumo de aminas nos processos de flotacdo corresponda a
50% dos custos de reagentes no beneficiamento do minério de ferro (Batistelli e Peres, 2008),
e que anualmente, sejam empregadas cerca de 5.500 toneladas de compostos derivados de
aminas no Brasil (Neder, 2005). Em funcdo do aumento da exploracdo do minério de ferro,
esse valor pode ser bem maior (Colling e Rizzo, 2017), sendo que, apos realizarem sua fungéo
como coletores catidnicos, sdo destinadas a barragem de rejeitos.

Nesses locais, tanto na polpa de rejeitos, quanto na agua do processo, encontram-se
eteraminas em diferentes estagios de degradacdo (Colling e Rizzo, 2017). Essas substancias
poderiam ter suas funcbes otimizadas antes do descarte, a partir de um reaproveitamento no
processo de flotagdo, fato que representaria economia no custo de operacdo (Gongalves et al.,
2009) e uma reducdo de possiveis impactos ambientais.

Na presenca de nitrito ou outro agente de nitrosacdo, as aminas podem ser convertidas
em nitrosaminas (Greim et al., 1998) que sdo compostos carcinogénicos (Dutra et al., 2007).
Apesar de serem biodegradaveis, o processo em si e os produtos formados, ndo estdo
completamente compreendidos (Aradjo et al., 2010), podendo ocorrer a conversdao em outros
compostos nitrogenados como nitrato, nitrito e aménia (Teodoro e Ledo, 2004), que pode
ocasionar sérios problemas ambientais, como eutrofizacdo dos recursos hidricos e intoxicacdo
dos animais aquaticos.

Enquanto o nitrato so se torna toxico em altas concentragdes para organismos aquaticos,
a amonia e o nitrito sdo preocupantes mesmo em baixas concentragdes (Baldisseroto, 2002).
A amobnia pode provocar alteracdes fisioldgicas e histologicas nos rins, figado, baco e nos
tecidos sanguineos (Wood, 2001), infertilidade, distdrbios imunologicos e genéticos,
susceptibilidade a doencas (Suski et al., 2007), além de alteragfes nas branquias. Quando sua
concentra¢do no ambiente aquético esta alta, a excrecdo branquial de amoénia é comprometida,

afetando a fisiologia do animal (Arana, 1997).
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Segundo Pereira e Mercante (2005), dentro da célula de organismos aquéticos, 0 NHz é
transformado em NHs+, liberando hidroxilas, onde esse aumento de amdnia no sangue e
consequentemente do pH, pode ter efeito sobre as enzimas e sobre a estabilidade de
membranas. A amonia pode ser tdxica em baixas concentragdes em sua fracdo nédo ionizada,
NHs3, e menos tdxica aos peixes como forma ionizada, NH4" (Tomasso, 1994). A aménia ndo
ionizada € de natureza lipofilica, difundindo-se livremente pelas membranas celulares
causando lesdes, ja a amonia ionizada é de natureza lipofobica, penetrando lentamente nas
membranas que sdo lipoprotéicas (Kormanik e Cameron, 1981).

J& o nitrito (NO2") é um composto tdxico para 0s organismos aquaticos, assim como a
amonia (Yanbo et al., 2006), pois provoca a oxidacdo do ferro da hemoglobina contida nas
hemécias, passando-o do estado ferroso (Fe?*) ao estado férrico (Fe3*), denominando-se
metahemoglobina, incapaz de transportar oxigénio aos tecidos (Kosaka e Tyuma, 1987),
estabelecendo um quadro de hipdxia.

N&o existe no Brasil legislacdo especifica sobre aminas em efluentes de mineracdo. No
entanto, a Resolucgdo CONAMA n° 430/11, que dispBe sobre as condi¢des e padrbes de
lancamento de efluentes, juntamente com a Portaria MS n°® 2.914/11, que dispde sobre 0s
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade, fixam teores méximos para algumas substancias obtidas apds seu
processo de biodegradacdo (Tab. 1).

Tabela 1. Valores maximos de compostos nitrogenados para padrGes de langcamento de

efluentes e qualidade da agua para consumo humano na legislacao Brasileira

Valores maximos

Parametros

CONAMA n°430/2011 MS n° 2.914/2011
N-Nitrato - 10 mg/L
N-Nitrito - 1,0 mg/L
Nitrogénio amoniacal 20 mg/L (total) 1,5 mg/L (NH3)

Fonte: Resolucio CONAMA n° 430/2011; Portaria MS n° 2.914/11.

Nos Estados Unidos, existem padrdes definidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental -
USEPA (2002) para a concentragdo de certas nitrosaminas, que sao compostos distintos dos
empregados no processo de flotagdo e muito mais tdxicos que esses, porém, como as
eteraminas podem ser convertidas em nitrosaminas (Greim et al., 1998), isso gera uma
preocupacao por nao se ter a certeza sobre quais compostos estdo presentes nas barragens de

rejeito das mineradoras e sobre suas potenciais toxicidades (Tab.2).
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Tabela 2. Limite maximo de concentracdo de nitrosaminas presentes em aguas e organismos

aquaticos
Risco a saude humana para consumo de:
NITROSAMINAS Agua + organismos Oraani -
L rganismos aquaticos
aquéticos
Poluentes prioritarios (ug/L)
N-N-nitrosodimetilamina 0,00069 3,0
N-nitrosodipropilamina 0,0050 0,51
N-nitrosodifenilamina 3,3 6,0
Poluentes ndo prioritarios (ug/L)

N-nitrosodibutilamina 0,0063 0,22

N-nitrosodietilamina 0,0008 1,24

N-nitrosopirrolidina 0,016 34

Fonte: National Recommended Water Quality Criteria— USEPA, 2002.
Poluentes prioritarios sdo compostos tdxicos sujeitos a leis regulatorias especificas.

Dos derivados de aminas, praticamente todos séo classificados como perigosos. Devido
a toxicidade para os organismos aquaticos, a alta demanda quimica de oxigénio, propriedades
corrosivas e alto custo, estudos com a possivel remocdo e reutilizacdo de eteraminas sdo
importantes (Gusmao et al., 2014). Peres et al. (2000) e Silva (2009) relatam que 0 composto
sofre degradacdo microbioldgica naturalmente apds ser destinado para as barragens de rejeito,
porém, Colling e Rizzo (2017) afirmam ndo ser um processo aplicado e estimulado em escala
industrial, como os tratamentos biologicos de esgotos e efluentes industriais.

E preciso maior conhecimento acerca dos processos de biodegradacdo da eteramina ao
longo do tempo, e das condi¢des e fatores 6timos para sua catalisagdo. Devido a sua elevada
toxicidade, talvez o tempo de degradacdo ndo seja suficientemente rapido, a ponto de nédo

causar grave efeito adverso no ecossistema.

2.4.Impacto sobre a ictiofauna do desastre ambiental da Samarco
Como ja mencionado, o acidente desequilibrou o ecossistema adjacente, afetando
também a jusante por onde o rejeito tenha passado. Segundo IBAMA (2015), as

consequéncias ambientais relacionadas ao impacto sobre a ictiofauna foram:

Destruicdo de habitats; contaminagdo da agua com lama de rejeitos; assoreamento
do leito dos rios; soterramento das lagoas e nascentes adjacentes ao leito dos rios;
destruicdo da vegetacao riparia e aquatica; interrupcdo da conexao com tributarios e
lagoas marginais; alteracdo do fluxo hidrico; impacto sobre estuarios e manguezais
na foz do rio Doce; destruicdo de areas de reproducdo de peixes; destruicdo das
areas “bercarios” de reposi¢do da ictiofauna (areas de alimentacdo de larvas e
juvenis); alteracdo e empobrecimento da cadeia tréfica em toda a extensdo dos
danos; interrup¢ao do fluxo génico das espécies entre corpos d’agua; perda de
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espécies com especificidade de habitat (corredeiras, locas, pocos, remansos, etc);
mortandade de espécimes em toda a cadeia trofica; piora no estado de conservacéo
de espécies ja listadas como ameacadas e ingresso de novas espécies no rol de
ameacadas; comprometimento da estrutura e fungdo dos ecossistemas; e
comprometimento do estoque pesqueiro - impacto sobre a pesca (IBAMA, 2015,
p.14).

Foram contabilizadas 21 espécies em um monitoramento da mortandade de peixes no
trecho de Baixo Guandu a Linhares, entre elas: Prochillodus sp. (curimbatd), Pimelodus sp.
(mandi), Cichla sp. (tucunaré), Salminus Brasiliensis (dourado), Hoplias sp. (traira), Tilapia
rendalli e O. niloticus (tilapias), Hypostomus sp. (cascudo), Pygocentrus nattereri (piranha),
Metynnis sp. (pacu CD), Astyanax sp. e Oligosarcus spp. (lambaris), Rhamdia quelen
(jundid), Lophiosilurus alexandri (pacamd), Pseudoplatystoma sp. (cachara), entre outras
(IBAMA, 2015).

Deve-se considerar também que muitos organismos foram simplesmente soterrados, em
virtude da descarga solida e da densidade do rejeito, que aumentou a turbidez da agua
(IBAMA, 2015), de tal modo que reduziu a penetracdo dos raios solares interferindo na
fotossintese dos organismos produtores. Afetando o0s produtores primarios, podem-se
prejudicar os organismos dependentes desse nivel trofico, interferindo negativamente na
cadeia alimentar. Além dos organismos consumidores serem afetados pela falta de
organismos primarios, estes podem ter sofrido com a grande quantidade de material
particulado, causando o colabamento das branquias, seguido de morte por asfixia (Lopes,
2016).

As sequelas ao ambiente impactado dependerdo da permanéncia dos sedimentos no
meio, da resiliéncia dos organismos produtores e da importancia dessa producdo endogena na
cadeia tréfica aquatica como um todo (IBAMA, 2015). Além dos animais terem sido afetados
pelo material s6lido da mineracdo, o acetato de eteramina, coletor no beneficiamento do
minério de ferro, tem potencial de interferir na comunidade aquética devido a sua toxicidade
(Mansur et al., 2016), diferenciando-se da estrutura geral de uma eteramina por conter o grupo
acetato (CH3COO") na cadeia (Gusméo et al., 2014).

2.5.Aquicultura e pesca no rio Doce

Enquanto o relatério da SEDRU (MINAS GERAIS, 2016) restringiu a bacia aos
municipios diretamente afetados pelos rejeitos, 35 em Minas Gerais e trés no Espirito Santo,
Viana (2016) prop0s um sistema de zoneamento, que considera 226 municipios como

pertencentes a bacia (200 mineiros e 26 capixabas), sendo zoneados conforme a distancia da
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sede municipal em relacdo a calha do rio. No total s&o trés zonas definidas, sendo: Zona 1,
até 5 km; Zona 2, entre 0s 5 km e 50 km; e Zona 3, entre 50 km e os limites da bacia. Assim,
a distribuicdo nas zonas 1, 2 e 3 sdo 18, 105 e 103 municipios, respectivamente.

Viana (2017) expde, a partir de dados do CENSO (2011) e IBGE (2014), corrigidos
pelo IPCA para valores de 2015, que em 2010, 215 pessoas trabalhavam direta ou
indiretamente com a aquicultura por 19 municipios da bacia. Desses municipios, cinco
estavam na Zona 1, quatro na Zona 2, e 10 na Zona 3. Além disso, 1.699 pessoas trabalhavam
nas atividades econémicas de pesca em 39 municipios da bacia, sendo 11 na Zona 1, 16 na
Zona 2, e 12 na Zona 3. Ja& em 2014, o nimero de municipios envolvidos na aquicultura
aumentou para 92 municipios, sugerindo uma expansdo da atividade.

A partir de dados do Sistema Informatizado do Registro Geral de Pesca - SisRGP do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, Viana (2016) estimou o
nimero de pescadores em 3.800 no ano de 2016, que Sse concentravam em municipios
proximos a calha do rio, sendo que o0s que tiveram maior numero de pessoas ocupadas na
atividade foram Aracruz, Sdo Mateus e Linhares, todas no Espirito Santo.

Segundo Viana (2017), a atividade de aquicultura, na regido média e alta da bacia do
Doce, era realizada em municipios distantes da calha do recurso hidrico, enquanto na parte
baixa, a atividade estava localizada nas adjacéncias da calha do rio principal, sob maior risco
de impacto. Linhares (ES), municipio que compreende a foz do rio Doce, foi extremamente
impactada. Além de ser um municipio com um dos maiores nimeros de pessoas ocupadas
com a pesca, também participa efetivamente no setor aquicola, sendo que foi um dos 20
municipios brasileiros com as maiores producgdes de peixe nos ultimos anos (IBGE, 2013).

A piscicultura e carcinicultura na bacia se difundiam nas trés zonas, sendo que a etapa
de engorda se concentrava em municipios da zona 1, enquanto as etapas de larvicultura,
alevinagem e recria se dariam em municipios periféricos (Viana, 2017).

Neste contexto, percebe-se a amplitude deste desastre ambiental ao entender que seus
efeitos vao alem dos afetados diretamente pelo rejeito, sendo propagados ao longo da cadeia
de comercializacdo dos produtos, afetando ndo apenas os aquicultores e pescadores, como
fornecedores de insumos, industria processadora, restaurantes, entre outros, além do impacto

no turismo.

2.6.Testes de toxicidade
Embora o monitoramento de substancias quimicas nos recursos hidricos seja muito

importante, analisar apenas parametros de qualidade de agua néo é suficiente para afirmar o
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risco de contaminacdo para 0s organismos aquaticos. Devido a dinamicidade desses
ecossistemas, 0s parametros comumente analisados refletem o estado momenténeo daquele
corpo hidrico. Assim, os estudos toxicoldgicos ganham destaque, complementando as analises
fisico-quimicas, e mostrando-se relevantes na determinacdo de limiares toxicos de uma
substancia.

Testes de toxicidade sdo experimentos laboratoriais usados para avaliar a toxicidade de
um produto, onde organismos sdo expostos a concentracdes conhecidas e a resposta bioldgica
é mensurada, permitindo a avaliacdo do efeito do produto testado (Ribo, 1997), podendo ser
classificados como: agudo ou cronico.

Os testes de toxicidade aguda sdo usados para medir os efeitos de agentes toxicos sobre
a especie teste por um curto periodo de tempo (normalmente até 96 h), estimando a
concentracdo da substancia (ABNT, 2016). Os efeitos tdxicos medidos em testes de
toxicidade aguda incluem qualquer resposta exibida por um organismo teste ou populagédo
resultante de um estimulo quimico, sendo a mortalidade a resposta mais comumente obtida
(Gherardi-Goldstein et al., 1990).

Ja os testes de toxicidade crbnica sdo usados para medir os efeitos de agentes toxicos
sobre a espécie teste por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do
organismo. Com este tipo de teste, pode-se submeter o animal a concentragdes sub-letais e
observar as respostas metabolicas frente a tal exposicdo (Gherardi-Goldstein et al., 1990), pois
o fato de um agente quimico ndo influenciar no organismo no teste agudo, ndo significa que
ndo seja tdxico em exposicdes prolongadas. Podem ainda ser classificados quanto a forma de
adicdo do agente a ser testado: como estatico, que € sem renovagdo da solucdo teste; semi-
estatico, que tem renovacdo periddica do meio testado, e fluxo continuo (Rubinger, 2009).

No entanto, a padronizacdo de métodos para os testes € uma dificuldade na comunidade
cientifico-académica. Existem normas internacionais ditando como proceder a execucao
destes (OECD, 1992; USEPA, 2016). No Brasil, os testes sdo padronizados pela Associagédo
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (2016) para as especies vairdo de cabeca grande
(Pimephales promelas) e paulistinha (Danio rerio), servindo de suporte para a realizacdo de
testes de toxicidade com outras espécies de peixes. Assim, os testes de toxicidade podem
auxiliar na avaliacdo de como o composto eteramina age sobre o organismo vivo e no

ecossistema.
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2.7.Biomarcadores

As alteragOes promovidas pela presencga de poluentes em um ser vivo acontecem em
niveis crescentes de organizacdo bioldgica, do nivel molecular para o nivel morfofisioldgico,
até os niveis da populacédo e ecossistema (Stegeman et al., 1992). Assim, aliado aos testes de
toxicidade, ferramentas tém sido utilizadas para auxiliar a detec¢do dos efeitos gerados por
compostos toxicos presentes no ambiente, tais como os biomarcadores.

Biomarcadores sdo alteracGes bioquimicas, fisiologicas, celulares ou teciduais (Walker,
1995), e até mesmo mudancas nos parametros comportamentais, que podem ser mensurados,
e que indicam a presenca de contaminantes (Monserrat et al., 2007), seus possiveis efeitos e a
intensidade de acometimento. Por refletir a condi¢do saudavel do organismo, sdo parametros
relativamente faceis de mensurar, e considerados importantes nos ensaios toxicologicos, pois
podem auxiliar na tomada de decisfes que evitem ou mitiguem danos ambientais.

Os biomarcadores de peixes sdo excelentes ferramentas para monitorar a satde do
ecossistema aquatico, tendo sido incluidos em varios programas de monitoramento ambiental
(Walker, 1995), sendo que seria pertinente a incorporacdo responsavel de analises frequentes
destes nas adjacéncias as empresas de grande potencial poluidor. Entretanto, Martinez (2006)

destaca que:

A aplicacdo ou interpretacdo impropria dos biomarcadores pode levar a
conclusbes equivocadas sobre poluentes e qualidade do ambiente,
considerando-se que (1) certas alteragGes, estabelecidas para uma dada
espécie, ndo sdo necessariamente validas para outras espécies; e que (2)
dados ecotoxicoldgicos obtidos em estudos de laboratério nem sempre
podem ser usados para traduzir, de forma precisa, os efeitos que podem
ocorrer no campo (Martinez, 2006, p.3).

Existem diferentes grupos de biomarcadores, sendo os mais habitualmente usados, 0s
hematoldgicos, morfoldgicos, genéticos e bioquimicos. A frequéncia ventilatoria em peixes é
mensurada através da observacdo dos movimentos operculares por minuto, sendo modulada
tanto pelo sangue como por PO, da agua (Schmidt-Nielsen, 1997), onde a presenca de
xenobidticos pode interferir sobre a FV dos animais.

Dentre os biomarcadores bioquimicos, 0s mais investigados sdo 0s componentes
participantes na defesa antioxidante e na biotransformacao de xenobidticos (Martinez, 2006),
que € um processo de conversdo destes compostos, catalisado por enzimas, em formas
hidrossollveis para poderem ser mais facilmente excretados (Van Der Oost et al., 2003), e

gue usualmente consiste de duas fases (Fig.1).
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Figura 2. Fases do metabolismo sobre os xenobioticos

N Fase 1 Metabolito Fase IT Metabolito
enobiotico ] *  Primério - *  Secundério
Oxidacdo Conjugacio
Redugdo com GSH ou
Hidrolise acido

glicurénico

Fonte: Martinez (2006).

Durante a fase I, um grupo polar é introduzido no composto lipofilico, tornando-o um
substrato adequado para as reacbes de fase Il, porém alguns xenobi6ticos possuem
grupamentos funcionais (como COOH, —OH ou —NH>) indo direto para fase Il (Martinez,
2006). Na fase I, o metabdlito da fase | é combinado com um substrato endégeno para
produzir um produto hidrossoltvel que seja excretado (Hodgson e Goldstein, 2001).

Embora ambas as fases estejam geralmente envolvidas a um mecanismo de
detoxificacdo, pode ocorrer bioativacdo, fendbmeno no qual os metabolitos intermediarios ou
finais podem ser mais toxicos que os originais (Martinez, 2006). Os efeitos toxicos de um
xenobidtico podem se manifestar quando se liga a macromoléculas celulares levando a
ruptura da membrana, danos celulares ou efeitos genotdxicos (Van Der Oost et al., 2003).
Durante a biotransformacdo acontece um efeito paralelo negativo no processo, que é a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Lackner, 1998; Martinez, 2006), como 0
radical superéxido (O2") e hidroxila (OH), e o perdéxido de hidrogénio (H202) (Stegeman et
al., 1992).

Caso o sistema de defesa antioxidante esteja comprometido, pode refletir em um
desequilibrio pré-oxidante celular (Lenartova et al., 1997), conhecido como estresse
oxidativo, que estd associado a varios processos patoldgicos (Martinez, 2006). Segundo
Ferreira e Matsubara (1997), para se proteger a célula ativa dois mecanismos, sendo o
primeiro de detoxificacdo, constituido pelos compostos glutationa reduzida (GSH),
superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx), vitamina E, entre
outros; e o segundo, de reparo da lesdo ocorrida, constituido pelo acido ascorbico, pela
glutationa-redutase (GR) e pela GPx, entre outros.

Com relagdo aos antioxidantes do sistema de defesa envolvidos na protecdo celular,
estes podem ser divididos em dois grupos: antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GPx, GR,
entre outros) e ndo enzimaticos (GSH, a-tocoferol, ascorbato, entre outros) (Van Der Oost et

al., 2003). O primeiro grupo e a GSH estdo presentes, predominantemente, no meio
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intracelular, dai a utilizacdo dos eritrécitos para a anélise; ja os ndo enzimaticos, localizam-se,
principalmente, no meio extracelular, sendo analisados no plasma e soro (Vasconcelos et al.,
2007).

De forma resumida, a funcdo dos principais antioxidantes enzimaticos no sistema de
defesa seria: CAT - responsavel por catalisar a reducao do H>O2 a H20 e Oz; SOD - tem papel
antioxidante, catalisando a dismutagdo do Oz em H202 e O (Ferreira e Matsubara, 1997);
GSTs - catalisam a conjugacdo de varios compostos com a GSH, e participam também no
processo de detoxificacdo (Martinez, 2006); GR - mantém a glutationa na forma reduzida, e
GPx - catalisa a reducdo do H>O> e perdxidos organicos para seus correspondentes &lcoois
(Vasconcelos et al., 2007). Os antioxidantes SOD, CAT e GPx sdo bastante importantes na
detoxificacdo dos oxiradicais para moléculas ndo reativas, sendo indicadores de estresse
oxidativo, assim como 0s ndo enzimaticos que podem responder a contaminacdo ambiental
com variagdes na sua concentracdo (Martinez, 2006).

Em peixes, as enzimas de biotransformacdo ocorrem em niveis mais elevados no figado,
podendo ocorrer também nas branquias e rins (Goksgyr e Husgy, 1998). Como o biomarcador
bioquimico analisado no presente estudo foi a GSH, essa ganha destaque entre 0s
antioxidantes ndo enzimaticos.

A GSH, tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (Meister e Anderson, 1983), é
um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) que exerce func¢Bes essenciais nas células,
como ser cofator da GPx, desempenhando papel protetor contra o estresse oxidativo (Shan et
al., 1990); detoxificacdo de xenobioticos e de combate a EROs (Vasconcelos et al., 2007).

Na inativacdo de um agente oxidante ocorre a producdo de dissulfeto da glutationa
(GSSG) e a deplecdo de GSH, sendo que se o sistema oxiredutor estiver integro havera
recuperacdo da GSH (Ferreira e Matsubara, 1997) por GR, etapa essencial para manter em
equilibrio o sistema de protecédo celular, pois, baixas concentracGes de GSH estdo associadas
ao estresse oxidativo (Vasconcelos et al., 2007).

Utilizando o eritrocito como célula alvo para exemplificar o funcionamento do sistema
de defesa, 0 excesso de agentes oxidantes ou a ineficacia nas fun¢fes da GSH resultam, além
do aumento de GSSG (Ferreira e Matsubara, 1997), na formacdo de metahemoglobina
(MetHb) e consequentemente a incapacidade do transporte de oxigénio, alem de impedir a
passagem para Orgdos vitais, devido uma avaria na forma do eritrécito (Vasconcelos et al.,
2007).

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), o excesso de GSSG deixa 0 meio mais oxidante,

favorecendo a formacdo de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupos tiol,
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promovendo a oxidacdo destas proteinas, com prejuizo de suas funcGes. Esta oxidacdo €
reversivel a custa da acdo de compostos antioxidantes, como a GSH (Gilbert e Mc Lean,
1990), que ao sofrer estresse oxidativo podem ter seus niveis comprometidos. Por ser um
tampé&o redox sulfidrilico, a GSH mantém os residuos cisteinila da hemoglobina e de outras
proteinas do eritrocito, no estado reduzido (Ferreira e Matsubara, 1997; Vasconcelos et al.,
2007).

Os eritrocitos dos peixes sdo alvos da lipoperoxidacao devido ao seu alto conteido de
acidos graxos polinsaturados na membrana e a presenca de Hb, que pode funcionar como uma
oxidase e uma peroxidase (Martinez, 2006). A membrana dos eritrocitos contém grupos tiol,
sendo que agentes oxidantes podem converté-los em componentes dissulfeto (R-SSG),
levando a deshaturacdo das proteinas da membrana (Gilbert e Mc Lean, 1990).

A lipoperoxidacdo e oxidacdo dos grupos -SH poderdo promover a lesdo das
membranas do globulo vermelho, com oxidagdo da Hb & MetHb (Rice-Evans e Baysal, 1987).
Se a eficiéncia do sistema antioxidante for superada pelos eventos citados anteriormente,
ocorrera o estresse oxidativo, resultando em hemolise, sendo que esse padrdo de agressdo e
defesa antioxidante podem ser generalizados para grande parte dos tecidos do organismo
(Ferreira e Matsubara, 1977).

Biomarcadores hematoldgicos tem sido ferramenta atil em testes patoldgicos,
toxicologicos e clinicos em geral (Adham et al., 2002), onde variacdes anormais desses,
permitem constatar irregularidades. Varios parametros hematoldgicos em peixes séo
potenciais biomarcadores, como a Hb, por ser sensivel a certos tipos de poluentes (Van Der
Oost et al., 2003).

A hemoglobina oxigenada, ou oxiemoglobina, se caracteriza pelo estado reduzido ou
ferroso (Fe?*) do ferro inserido no grupo heme (Benesch et al., 1973), sendo capaz de
participar da respiracdo celular. Entretanto, a acdo de poluentes ambientais, como o nitrito
NO-’; e as EROs das reages metabdlicas do organismo, oxidam o ferro mudando-o para o
estado férrico (Fe**), ou MetHb, incapaz de realizar o transporte de oxigénio (Kosaka e
Tyuma, 1987; Naoum et al., 2004). Assim, interferéncias nestes parametros hematoldgicos
podem ser utilizadas em estudos toxicoldgicos indicando alteragBes fisioldgicas frente a
exposicao a xenobioticos.

Os estudos da estrutura microscopica, composicdo e funcdo dos tecidos, tém sido
utilizados também como biomarcadores morfoldgicos, mostrando grandes beneficios em
funcdo da praticidade e da constatacdo de efeitos observaveis. As alteracBes histopatoldgicas

podem ser o resultado de mudancas bioquimicas e fisioldgicas adversas em um organismo,
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podendo indicar 6rgdos-alvo, tecidos, células e organelas que estejam afetadas e, em muitos
casos, € possivel distinguir lesbes induzidas por toxicos, daquelas lesdes provenientes de
doencas infecciosas (Hinton e Laurén, 1990). No entanto, ndo € um método especifico de
determinada contaminacdo, ndo conseguindo fechar um diagnostico isoladamente. Porém,
quando associados a outros métodos de andlises, podem auxiliar na compreensdo de
determinadas situagdes. Bernet et al. (1999) indicam, para peixes, o estudo histopatoldgico de
branquias, por estarem expostas permanentemente a potenciais agentes toxicos no ambiente
aquatico, e o figado, por ser um 6rgédo essencial ao metabolismo, excrecdo de metabdlitos e
osmorregulagéo.

Neste trabalho foi utilizado como biomarcador bioquimico, 0 GSH; como morfolégico,
a histologia; e hematologico, Hb e MetHb, sendo que em conjunto, permitem avaliar as

respostas fisioldgicas do organismo bioindicador.

2.8.0 organismo teste — Tilapia

Além de violar direitos de trabalhadores, agricultores e pescadores, a lama da Samarco
atingiu terras indigenas, Krenak (MG), Tupiniquim (ES) e Guarani (ES) (MINAS GERAIS,
2016). A dependéncia dos recursos hidricos é uma realidade nas vidas dos que foram
acometidos pelo acidente, sendo por ser fonte de renda, lazer e até mesmo como forma de
subsisténcia.

Vé-se uma divulgacdo midiatica com relacdo a viabilidade de tratamentos da agua do
rio Doce, seja pelo uso de aguapés e até mesmo com biorremediacdo utilizando
microorganismos. Como grande parte dos residentes da bacia sobreviviam da pesca
extrativista, uma proposta para ajudar as comunidades afetadas pelo desastre ambiental, seria
a criacdo de peixes em sistemas aquapénicos, captando e tratando a agua proveniente do
préprio rio Doce, produzindo proteina, juntamente com os vegetais que eles eram habituados
a consumir. Vale salientar que para quem ja trabalhava com aquicultura, seria intessante o
fomento financeiro e o incentivo a adesdo de novas tecnologias de producdo, para tentar
mitigar os impactos gerados.

A atividade de aquacultura tem tido destaque nos Gltimos anos, e a pesca extrativista se
encontra estagnada neste segmento (FAO, 2016). Devido a isso, a producdo poderia ser uma
opcao para regido afetada, tanto como fonte alimentar, quanto como fonte de renda, em vista
da suspensdo da pesca local. Segundo o relatério Globefish Highlights (FAO, 2016), no ano
de 2014 a producdo de pescado no mercado mundial, por atividade aquicola, foi

aproximadamente 73,8 milhdes de toneladas. Ja no ano de 2015, essa producdo aumentou
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para 77,5 milhdes de toneladas, e continuou crescendo no ano de 2016, na qual a producdo
atingiu 81,4 milhdes de toneladas. Dentro da atividade de produgéo de pescado no Brasil, a
tilapia € o grupo mais criado, com 219,33 mil toneladas em 2015, representando 45,4% do
total da producéo aquicola nacional, sendo que a produgdo aumentou 9,7% em relacdo a 2014
(IBGE, 2016).

Segundo Kubitza e Kubitza (2000), til&pia é a denominagdo de um grupo com mais de
70 espécies, sendo a maioria delas oriundas da Africa, onde quatro ganharam destaque na
aquacultura mundial: a tilapia de Mocambique (O. mossambicus); a tilapia nilotica (O.
niloticus); tilapia urea (O. aureus) e a tilapia de Zanzibar (O. urolepis hornorum).

A tilapia (O. niloticus) tem sido cada vez mais utilizada em pesquisas toxicoldgicas,
principalmente por seu pequeno porte e por serem facilmente manipulaveis (Jiraungkoorskul
et al., 2002; Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Moraes et al., 2018). Sua escolha como
organismo teste fundamentou-se na popularidade e robustez da espécie na producao aquicola,
destacando caracteristicas como: aceitacdo no mercado consumidor, facilidade de manejo em
cativeiro, disponibilidade no mercado, aceitabilidade de alimento inerte, resisténcia a estresse
e a baixos niveis de oxigénio, prolificidade, adaptacdo as condicGes laboratoriais e a0 campo,
e 0 baixo custo na producdo desse organismo. Além disso, essa espécie, apesar de ndo ser
nativa, também era encontrada no rio Doce (IBAMA, 2015).

Vale salientar que ndo é somente o transtorno do material particulado e a eteramina que
devem ser solucionados para se utilizar a agua do rio Doce, pois de acordo com IBAMA

(2015), metais pesados também foram dispostos na agua, como o ferro e 0 manganés.
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4.0BJETIVOS

4.1.0Objetivo geral
Verificar o efeito da eteramina sobre juvenis de tilapia (O. niloticus), por meio de testes

de toxicidade aguda.

4.2.0Dbjetivos especificos

- Estimar a concentracéo letal mediana (CLso) e 0s respectivos niveis de seguranga para
0 composto eteramina em juvenis de tilapia (O. niloticus).

- Descrever as principais alteracfes histopatologicas por meio de microscopia Otica, a
frequéncia ventilatoria e os parametros sanguineos hemoglobina (Hb) e metahemoglobina
(MetHb), e bioguimico glutationa (GSH), causadas pela exposicdo as diferentes

concentracdes de eteramina em juvenis de tilapia (O. niloticus).
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ARTIGO
Efeito toxicoldgico da eteramina em juvenis de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus)

RESUMO

O Brasil sentiu, recentemente, as consequéncias da falta de observancia e de medidas
preventivas no setor minerario. O rompimento de barragens de rejeito € um risco inerente a
industria de mineracgéo devido a dindmica econdmica do setor. Apesar disto, a atencdo dada a
essa problematica ndo tem sido suficiente, visto os repetidos eventos de rompimento de
barragens no Brasil e no mundo. Considerando a eteramina um coletor anidnico largamente
utilizado no setor minerario brasileiro, e a escassez de estudos sobre seus impactos no
ecossistema aquatico; o presente trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis alteracdes
provocadas pela exposicdo aguda ao composto, por meio de parametros bioquimicos,
glutationa reduzida (GSH); hematoldgicos, hemoglobina (Hb) e metahemoglobina (MetHb);
fisioldgicos, frequéncia ventilatoria (FV); e alteracbes histopatologicas nas tilapias
(Oreochromis niloticus) expostas. Juvenis de tilapia (3,1+0,3 cm, 0,6+0,1 g) foram expostos a
diferentes concentracGes de eteramina da agua: O (controle); 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 6,4 mg/L, por
96 h. Em cada tratamento duplicado, sete peixes foram mantidos em béqueres de 2 L por 96 h,
em temperatura aproximada de 28°C, fotoperiodo de 12 h e pH aproximadamente de 7,4. Para
a estimativa das concentracGes letais medianas (CLso-96 h) foi utilizado o programa
“Trimmed Spearman Karber method.” A concentragdo letal mediana (CLs0-96 h) foi de 2,34
mg/L com um nivel de seguranca de 0,23 mg/L de eteramina, especifco para esta espécie. O
composto agiu como agente estressor, reduzindo as concentracdes de Hb e de GSH, e
induzindo a formacdo de MetHb, e 0 aumento da FV em tilapias. O estudo histopatoldgico
mostrou os principais efeitos causados nas branquias e figado, corroborando no que diz
respeito aos cuidados que devem ser tomados com poluentes no ambiente aquatico. As
principais alteragdes encontradas nas branquias foram hiperplasia, hipertrofia, hiperemia,
fusdo lamelar, desprendimento do epitélio respiratorio, aneurismas, entre outros. Sendo que se

intensificaram com a exposicao as crescentes concentracdes de eteramina na agua.

Palavras chave: Ecotoxicologia, concentracdo letal mediana, CLso, estresse oxidativo,

mineracao.
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Toxicological effect of etheramine in juveniles of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

Brazil, recently, felt the real consequences of lack of observance and preventive measures in
the mining sector. The disruption of tailings dams is an inherent risk to the mining industry
due to the economic dynamics of this sector. Despite this, the attention given to this problem
has not been enough, considering the repeated events of dam breaking in Brazil and in the
world. Considering that etheramine is an anionic collector that has been widely used in Brazil
in the mining sector, and the scarcity of studies on its environmental impacts, this study aimed
to evaluate the possible changes caused by acute exposure to the compound, being
biochemical, physiological and histological parameters of the fish species Oreochromis
niloticus (tilapia). This work presents a preliminary evaluation of the potential of etheramine
on living organisms. Tilapia juveniles (3.1+0.3 cm, 0.6+£0.1 g) were exposed to different
concentrations of etheramine in the water: 0 (control); 0.4; 0.8; 1.6; 3.2 and 6.4 mg/L, for 96
h. In each treatment (in duplicate), seven fish were kept in beakers of 2 L for 96 h at a
temperature of approximately 28° C, photoperiod of 12 h and pH of approximately 7.4. For
the estimation of the median lethal concentrations (LCso-96 h) the "Trimmed Spearman
Karber method" program was used. The median lethal concentration (LCs0-96 h) was 2.34
mg/L with a safety level of 0.23 mg/L etheramine, specific for this species. Hemoglobin (Hb),
methaemoglobin (MetHb), reduced glutathione (GSH), ventilatory frequency (VF) and
histopathological changes were analyzed in the tilapias exposed to increasing etheramine
concentrations. This compound acts as a stressor, reducing Hb and GSH concentrations, and
inducing MetHb formation, and increasing VF in tilapias. The histopathological study showed
the main effects caused in the gills and liver, corroborating with regard to the care that must
be taken with pollutants in the aquatic environment. The main alterations found in the gills
were hyperplasia, hypertrophy, hyperemia, lamellar fusion, detachment of the respiratory
epithelium, aneurysms, among others. Being that they intensified with the increasing

concentrations of etheramine in the water.

Key words: Ecotoxicology, median lethal concentration, LCso, oxidative stress, mining.
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1.INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior exportador de minério de ferro do mundo (Colling e Rizzo,
2017), sendo este minério extraido, principalmente, nos Estados de Minas Gerais e Para
(BRASIL, 2017). O setor mineral de Minas Gerais contribuiu com 63,83% do saldo comercial
de todo o Estado, sendo o ferro o principal produto de origem mineral exportado,
representando 71% em 2017 (IBRAM, 2018b).

As eteraminas sdo o0s coletores catibnicos mais usados na flotacdo de minérios no
mundo (Aradjo et al., 2010). Estima-se que seu consumo nos processos de flotagdo
corresponda a 50% dos custos de reagentes no beneficiamento do minério de ferro (Batistelli
e Peres, 2008), e que apos realizarem sua fungdo como coletores sdo destinados a barragem de
rejeitos. Apesar de serem biodegradaveis, o processo em si e 0s produtos formados, ndo estéo
completamente compreendidos (Aradjo et al., 2010), podendo ocorrer a conversao em outros
compostos nitrogenados como nitrato, nitrito e amonia, que pode ocasionar sérios problemas
ambientais, como eutrofizacdo dos recursos hidricos (Teodoro e Ledo, 2004; Scorsafava et al.,
2010), e intoxicacdo dos animais aquaticos.

No contexto Brasileiro de exploracdo de recursos naturais em prol do desenvolvimento
humano, temos elencado alguns acidentes ambientais frequentes, envolvendo o setor
minerario. Em 2015, ocorreu 0 rompimento da barragem de rejeitos de Funddo da Samarco
Mineracdo S.A., joint-venture da Vale e da BHP Billiton, causando a destruicdo do subdistrito
de Bento Rodrigues, em Mariana, na Regido Central de Minas Gerais, Brasil. Foi um desastre
ambiental que além de afetar o espaco fisico, destruindo a cultura e histéria das comunidades,
desequilibrou todo um ecossistema adjacente ao acidente, afetando também economia e a vida
em sociedade dependente do rio Doce.

A barragem continha 50 milhGes de m3 de rejeitos de mineracdo, onde deste total, 34
milhdes de m? foram langados de imediato com o rompimento e os 16 milhdes restantes foram
carreados, aos poucos para jusante do acidente (IBAMA, 2015). Nesse montante, o coletor
utilizado no beneficiamento, acetato de eteramina, estava presente (Mansur et al., 2016).

A presenca de poluentes em ambientes aquaticos pode alterar a composicao
fisico/quimica da agua, atingindo sua biota, além de interferir nos usos e servigos dos recursos
hidricos. As incertezas quanto a presenca de eteramina, por serem biodegradaveis, e sobre 0s
efeitos causados por elas, quando da ocorréncia de possiveis vazamentos e/ou rompimento das

barragens de rejeitos, merecem maior atengéo e monitoramento.
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A importancia do presente estudo reside no fato de que o olhar para natureza como mera
condigdo de producédo pelo setor minerario ndo esta mais sendo admissivel. O efeito toxico
agudo da eteramina permanece desconhecido para a maioria dos organismos aquaticos. Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivos: estimar a concentracdo letal mediana (CLso) da
eteramina para juvenis de til&pia, assim como 0s seus respectivos niveis de seguranca;
descrever as principais alteragdes histopatolégicas causadas; e avaliar a influéncia da
eteramina sobre: a frequéncia ventilatoria, parametros bioquimicos e hematoldgicos, das
tilapias expostas ao referido contaminante, no intuito de avaliar possiveis efeitos deletérios

a0s animais.

2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) de

acordo com o protocolo de n° 329/2018.

2.1.Instalagdes e condigdes experimentais

O trabalho foi desenvolvido no setor de maricultura do laboratério de Aquacultura —
LAQUA da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. O
trabalho de processamento histoldgico foi realizado no Laboratério de Histopatologia da
Escola de Veterinaria da UFMG. Os animais utilizados no experimento foram obtidos do
Laboratorio de Piscicultura do Instituto Federal Minas Gerais — IFMG, Campus de Bambui e
mantidos no laboratério de maricultura em caixas de polietileno de 2000 L durante o periodo
de aclimatacdo de uma semana. Os animais foram alimentados trés vezes ao dia (8:00, 13:00 e
18:00 h) com racdo para peixes onivoros (Pira, GUABI), mantidos em temperatura de 28°C.
As caixas foram abastecidas com éagua proveniente de poco artesiano, fotoperiodo de 12 h,
adaptadas com aeragdo por meio de difusores de ar.

A definigédo das concentracOes de eteramina a serem testadas se deu por meio de teste
toxicologico agudo preliminar, baseados em uma concentracdo inicial, CLs0-96 h de 7,81
mg/L, definida para o peixe Danio rerio do produto Flotigam EDA C 100% (Clariant, 2014).
Para o teste preliminar (96 h), trés juvenis de O. niloticus (3,1+0,3 cm, 0,6+0,1 g) foram
mantidos em béquer de vidro (2 L), nas cinco concentragdes testadas e um controle, sem
réplica. Os recipientes foram acondicionados em camara de germinacdo BOD (SL-224) com

controle de temperatura (28°C) e fotoperiodo de 12 h, com aeragdo constante (Fig.1).


https://www.ufmg.br/bioetica/ceua/
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Figura 1. Teste de toxicologia aguda realizado em cAmara de ge[[n_i_nagéo BOD (SL-224)

-
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Fonte: Daniele Salgueiro de Melo (2018).

O teste foi realizado com o intuito de se definir a faixa letal para os juvenis de tilapias.
As concentragdes dos testes definitivos foram definidas tendo como limite inferior, aquela que
ndo apresentasse mortalidade e como superior, a menor concentracdo que apresentasse 100%
de mortalidade no teste preliminar. A partir do conhecimento da faixa letal de exposicao
foram iniciados os testes de toxicidade aguda definitivos.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado com seis tratamentos com duas
repeticdes, sendo que as concentragdes nominais testadas foram: 0 (controle = sem adicao de
contaminante); 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 mg/L de eteramina, obtidas a partir de solu¢des estoques
de Flotigam EDA C 100%. Sete juvenis de O. niloticus (3,1+0,3 cm, 0,6+0,1 g) foram
dispostos em cada unidade experimental, béquer de vidro (2 L), conforme as normas da
OECD (1992), USEPA (2016) e ABNT (2016), sendo posteriormente acondicionados em
camara de germinacdo BOD (SL-224) com controle de temperatura (28 °C), fotoperiodo de
12 h, e aeracdo constante.

Diariamente foram feitas renovacgdes totais da solucdo testada, caracterizando um teste
de toxicidade semi-estatico. Durante o experimento foi oferecido racdo para peixes onivoros
(Pira, GUABI), trés horas antes da renovacgdo total dos meios, com o intuito de evitar o
comportamento agressivo dos animais e retirada da excreta nitrogenada. A &gua utilizada foi
obtida de poco artesiano do LAQUA, e a duracdo do teste foi de 96 h. Ao longo do teste, 0s
animais sem movimento observavel foram retirados dos recipientes e as mortalidades foram

registradas.
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2.2.Andlises fisico-quimicas da 4gua

A cada 24 h foram registrados, de todas as unidades experimentais, os dados de pH e
temperatura com pHmetro portatil (Hanna®, modelo HI 98130), o oxigénio dissolvido (OD)
com oximetro portatil (YSI 550A), alcalinidade pelo método titulométrico e amonia por

espectrofotometria no espectrofotdbmetro Biochrom Libra S22 (APHA, 1992).

2.3.Frequéncia ventilatéria

A frequéncia ventilatdria foi observada a partir do batimento opercular de 4 animais por
unidade experimental, com auxilio de um crondmetro, com intervalos de 24 h e duragdo de
um minuto de observacdo (baseado em Alvarenga e Volpato, 1995). Os peixes foram
colocados em béqueres de 100 mL e aclimatados durante cinco minutos antes de cada
contagem, para evitar possiveis modificacdes nos resultados. Apos as observacdes 0s peixes

eram retornados para as unidades experimentais respectivas.

2.4.Estudo hematoldgico

Para analise dos parametros sanguineos, foram utilizados quatro animais de cada
unidade experimental. A coleta de sangue foi feita dos peixes que morreram em decorréncia
da exposicdo a eteramina, e ao final das 96 h dos que sobreviveram, para completar oito
animais por tratamento. Os que ndo morreram nas 96 h foram eutanasiados por secgédo
medular, seguido de exsanguinacdo, sendo coletado um volume sanguineo para analisar
hemoglobina (Hb), metahemoglobina (MetHb) e glutationa (GSH).

Apo0s eutanasia, foi coletado sangue com capilares heparinizados e acondicionado em
microtubos para determinacdo de Hb e MetHb (Naoum et al., 2004), e GSH (Beutler et al.,
1963), no espectrofotbmetro Biochrom Libra S22.

2.5.Estudo histolégico

Para o tratamento do material bioldgico foi utilizada a metodologia descrita por Luna
(1968). Dos animais coletados para estudo hematoldgico foi retirado o segundo arco branquial
e o figado. Os 6rgdos foram fixados em liquido de bouin, por 8 h, e transferidos para alcool
70%. Posteriormente, foi feito o processamento histoldgico seguindo 0s processos de
desidratacdo em séries crescentes de alcoois, diafanizacdo em xilol, impregnacédo e incluséo
do animal em parafina. As pecas foram seccionadas em micrétomo com cortes de 5 um de

espessura para montagem das laminas e coradas em hematoxilina e eosina (HE). Os
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preparados foram montados com Entellan New, observados e fotografados através de
microscopio optico (Leica DM 4000B, software LAS V4.8).

As alteracOes histopatoldgicas foram avaliadas de acordo com o método descrito por
Bernet et al. (1999). As analises foram realizadas utilizando-se o indice do Orgéo (Fig. 2),
calculado com os respectivos fatores de importancia da lesdo (w), onde: (1) importancia
patologica minima, a lesdo é facilmente reversivel quando cessado a exposicdo a agentes
estressores; (2) importancia moderada, reversivel na maioria dos casos, se 0 estressor for
neutralizado; e (3) marcada como patoldgica importante, geralmente irreversivel, levando a
perda parcial ou total da funcdo do 6rgdo. Além do fator de importancia, o grau de ocorréncia
(o) também é considerado nos calculos, onde séo atribuidos valores para as alteragdes
observadas em cada tratamento, sendo: (0) inalterado, (2) ocorréncia ocasional, (4) ocorréncia

moderada e (6) ocorréncia severa.

Figura 2. Indice do 6rg&o (lorg). Onde: org (6rgéo); alt (alteracio); rp (padrio de reagdo); a
(extensdo da lesdo); w (relevancia patoldgica da alteracdo)

Iorg_ = 2 Z(aorgrpa.lt X ‘worgrpalt)

p alt
Fonte: Bernet et al. (1999).

2.6.Anélise estatistica e tratamento dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. As médias das
variaveis fisico-quimicas e das concentracoes testadas foram analisadas quanto a normalidade
(Shapiro Wilk) e homocedasticidade (Levene). Os dados obtidos dos parametros fisico-
quimicos foram analisados usando ANOVA com o pacote estatistico Infostat (versdo 2017).
Para os outros parametros do experimento foi feito analise de regressao linear para os dados, e
para o indice de 6rgdo foi feito o teste de Bonferroni (P <0,01).

As concentragdes letais medianas (CLso) foram estimadas com o uso do programa
“Trimmed Spearman Karber method” (Hamilton et al., 1977), e o nivel de seguranga, que é a
concentracdo de um contaminante que nao tenha um efeito adverso sobre 0s organismos

expostos, foi obtido segundo metodologia proposta por Sprague (1971).
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) em relacao as variaveis fisico-

quimicas da &gua (Tab.1).

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo - d.v.) dos pardmetros de qualidade da agua
durante o periodo de 96 h de exposicao dos juvenis de tilapia (O. niloticus) a diferentes

concentracdes de eteramina

Parametros de Eteramina (mg/L)
qualidade de &gua  Controle (0) 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4
OD (mg/L) 5,73+0,22 5,73+0,02  5,73+0,09 5,65+0,04 5,79+0,08 5,68+0,03
Temperatura (°C)  28,01+0,04 28,03+0,03 28,02+0,01 28,01+0,01 28,03+0,01 28,05+0,01
pH 7,03+0,01 7,05+0,01 7,04+0,01 7,04+0,01 7,04+0,01 7,04+0,01

Alcalinidade 100,5+0,71  101+1,41 100,5+0,71 100,5+0,71 101+0,01  100+0,01
N-AT (mg/L) 0,65+0,01 0,71+0,01 0,71+0,01 0,71+0,01 0,67+0,06  0,70+0,03

Os parametros de qualidade de dgua neste estudo se encontravam em conformidade com
as condicOes de cultivo para as tilapias. Esses organismos apresentam conforto térmico entre
27 a 32°C; com valor 6timo de pH da agua de 6 a 8,5; e a concentracdo de amodnia ndo
ionizada de 0,20 mg/L deve servir como alerta na producéo (Kubitza e Kubitza, 2000).

3.1.Sobrevivéncia e CLso

N&o foi observado mortalidade no grupo controle, e no tratamento de maior
concentragéo (6,4 mg/L), todos os animais morreram antes de completar as 96 h de teste (Fig.
3).

Foi possivel observar o efeito da eteramina na sobrevivéncia dos animais ja nas
primeiras 48 h de exposi¢do em todas as concentragdes. A CLso-48 h foi estimada em 3,68
mg/L de eteramina (Tab. 2).

Devido a falta de pesquisas com o produto envolvendo seu potencial ecotoxicoldgico,
ndo foi possivel fazer comparacgdes inter e intraespecificas. Segundo a FISPQ do composto
utilizado, Flotigam EDA C (Clariant, 2014), a CL50-96 h para peixes, utilizando Danio rerio
como modelo experimental, foi de 7,81 mg/L de eteramina. As tilapias se mostraram menos
tolerantes a este xenobidtico, pois a CLse-96 h do presente estudo foi de 2,34 mg/L de

eteramina. As CLso-96 h de diferentes eteraminas usadas na mineracgdo para D. rerio, foram
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de 3,58 mg/L para Flotigam EDA 3 e Flotigam EDA 3C (Clariant, 2009a; Clariant, 2009b), e
< 1 mg/L para Flotigam 2835-2 (Clariant, 2009c); ressaltando o potencial toxico deste grupo.

Figura 3. Valores médios e desvio padréo da sobrevivéncia de tilapias (O. niloticus) expostas
a niveis crescentes de eteramina

120 y = -16,04x + 100,3
R2=0,9735
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Tabela 2. Valores estimados das CLso (concentracdes letais medianas) da eteramina sobre
juvenis de tilapia (O. niloticus). Valores somados aos respectivos intervalos de confianga (IC)
e o nivel de seguranca (NS) em 96 h

Tempo (h) CLso eteramina (mg/L) NS eteramina (mg/L)
24 - -
48 3,68 (3,12-4,32) -
72 2,99 (2,41-3,71) -
96 2,34 (1,87-2,94) 0,23

Como as eteraminas podem ser convertidas a outros compostos nitrogenados, como
nitrito e amonia (Scorsafava et al., 2010), optou-se por comparar os resultados encontrados no
presente estudo com estes compostos, por serem substancias que ganham destaque quando se
fala em animais aquéticos devido ao seu potencial de intoxicacdo (Tab. 3).

Cardoso et al. (1996) e Santos-Silva et al. (2017) encontraram CLso de N-NHz3 distintas
para uma mesma espécie de estudo, Lophiosilurus alexandri, devido as fases de
desenvolvimento diferentes, que é um fator importante para se interpretar testes de toxicidade.
Normalmente, alevinos tendem a ser menos tolerantes quando expostos a diferentes
substancias nesse tipo de estudo, como foi o caso. A piava (Copatti et al., 2015), dos peixes
mencionados na tabela 3, foi 0 menos tolerante & amonia, o que sugere a diferenciagdo do

metabolismo frente & intoxicacao.
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Tabela 3. Valores das CLso (concentracOes letais medianas) de N-NHs e NO> para diferentes

espécies de peixes.

Clso N-NH3 (mg/L) Clso NO; (mg/L)

Espécie Peso Referéncia
pect @ " gn 96h 48h  9%6h !
Lophiosilurus 0.4 0,02 i ; - Cardoso et al. (1996)
alexandri
. Santos-Silva et al.
L. alexandri 33,87 4,57 3,66 - 5,86 (2017)
O. niloticus 0,056 1 - - - Benli e Koksal (2005)
O. niloticus 10,11 7,4 - - - Benli e Koksal (2005)
O. niloticus 1,8 - - - 28,18 Yanbo et al. (2006)
Rhamdia quelen 11,04 - 2,09 - 195,3 Miron et al. (2008)
Leporinus obtusidens 26 - 0,27 - - Copatti et al. (2015)

Gadus macrocephalus 0,018 1,72 - 304,71  Wang et al. (2015)

A eteramina apresentou CLso de N-NHs superior as CLso das espécies destacadas na
tabela 3, pacama (Cardoso et al., 1996), jundia (Miron et al., 2008) e piava (Copatti et al.,
2015). Isso sugere que a amoOnia ndo ionizada, composto encontrado naturalmente em
ambientes aquaticos, foi mais tdxica, nas referidas espécies, do que a eteramina em tilapias.
Fato que ndo ameniza seu potencial poluidor, pois seus resultados também sdo considerados
preocupantes pelo potencial toxico apresentado. Vale salientar que segundo Vieira (2010), as
espécies anteriormente citadas sdo nativas, onde o género Leporinus spp., e as espécies R.
quelen e L. alexandri, eram frequentemente encontrados no rio Doce e seus afluentes.

Para mesma espécie do presente estudo, Benli e Koksal (2005) mostram que a tilapia é
um organismo com elevada tolerancia a amoénia. Indicando, portanto, que a eteramina € um
composto que pode causar mais danos do que a aménia ndo ionizada nesta espécie.

A amobnia ndo ionizada é de natureza lipofilica difundindo-se livremente pelas
membranas celulares causando lesdes (Kormanik e Cameron, 1981). Dentro da célula, o NH3
é transformado em NH4*, liberando hidroxilas e interferindo sobre pH sanguineo, que pode ter
efeito sobre as enzimas e sobre a estabilidade de membranas (Pereira e Mercante, 2005).

Uma vez no ambiente aquatico a amonia € oxidada, principalmente por bactérias
Nitrosomonas spp., a nitrito (NO2’), esse por sua vez pode posteriormente ser oxidado a
nitrato (NO3"), desta vez pela acdo predominante de bactérias Nitrobacter spp. (Martinez et
al., 2006). Esta ultima é a forma nitrogenada menos toxica para 0s organismos aquaticos, ja o
nitrito € um composto extremamente toxico, assim como a amonia (Yanbo et al., 2006).

Segundo Kosaka e Tyuma (1987), o nitrito pode provocar a oxidagdo do ferro presente na
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molécula de Hb, transformando-a em MetHb, incapaz de transportar oxigénio aos tecidos,
estabelecendo um quadro de hipdxia.

A toxicidade do nitrito depende do pH e da concentracdo de calcio e de cloretos na dgua
(Queiroz e Boeira, 2007), devido a competicao destes pelo mesmo transportador nas células
de cloreto das branquias (Williams e Eddy, 1986). Comparando os niveis letais de outras
espécies com a tilapia, foi possivel constatar uma maior tolerancia ao efeito toxico do nitrito,
devido a condicdo de baixa salinidade (Yanbo et al.,, 2006), ficando atras do Gadus
macrocephalus (bacalhau) (Wang et al., 2015), que estavam em diferentes estagios de
desenvolvimento, mas provavelmente por ser uma espécie de ambiente marinho apresentava
uma maior tolerancia. Em comparacdo com a CLso da eteramina, os resultados mostraram que

o referido composto pode causar mais danos do que o nitrito nesta espécie.

3.2.Frequéncia ventilatoria
A frequéncia ventilatoria (FV) pré-exposicéo foi similar entre os peixes, apresentando
uma média de 89,66 Bo/min. Nosso estudo mostrou que as FV aumentaram de acordo com

aumento das concentracdes de eteramina (Fig. 4).

Figura 4. Valores médios e desvio padrdo de frequéncia ventilatéria (Bo/min) de tilapias (O.

niloticus) expostas a niveis crescentes de eteramina
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A FV basal para alevinos de tilapia de aproximadamente 14,5 cm varia de 69 a 81
Bo/min (Volpato et al., 1989; Barreto e Volpato, 2006), e para alevinos de aproximadamente
6,8 cm € de 120 Bo/min (Alvarenga e Volpato, 1995). A FV é inversamente proporcional ao
tamanho do corpo do animal (Schmidt-Nielsen, 1997), mas em condi¢cdes em que ha o
suprimento 6timo de oxigénio, como € o0 caso do presente estudo, onde a média de OD foi de

5,7 mg/L, os peixes podem apresentar reduzida taxa de ventilacdo branquial, e assim uma
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consideravel economia de energia, pois bombear agua através das branquias implica em
consideravel gasto energético (Perry, 1997). Sendo assim, hd adequacdo das medidas basais
fisioldgicas, pré-exposicao, encontradas no presente estudo.

Pesquisas com avaliacdo de FV em peixes frente a exposicdo a xenobiodticos ndo sao
muito comuns. No entanto, Cyprinus carpio (carpa comum) expostas a amodnia néo ionizada
(Kadhim e Al-Faragi, 2018) e em estudos com tilapias expostas a estressor social (Volpato et
al., 1989; Alvarenga e Volpato, 1995), confinamento (Barreto e Volpato, 2004), e ao
confinamento e estressor social (Barreto e Volpato, 2006), também mostraram aumento da
FV.

A ventilagdo em peixes é modulada tanto pelo sangue como por PO, da agua (Schmidt-
Nielsen, 1997), onde o sangue com baixo PO induz um aumento na FV (Nonnotte et al.,
1993). Histopatologias branquiais podem auxiliar na interpretacdo de dados de FV em estudos
toxicologicos. Umas das lesGes histopatoldgicas encontradas foi o desprendimento epitelial,
que aumenta a distancia entre a 4gua e o sangue, comprometendo a respiracdo branquial
(Thophon et al., 2003), devido a dificuldade em ocorrer as trocas gasosas. No entanto, nessas
condicdes, 0s peixes aumentam sua taxa de respiracdo compensando a baixa entrada de
oxigénio (Emmanouil et al., 2008).

Assim, 0 aumento da FV, em conjunto com as lesBes histopatoldgicas branquiais do
presente estudo, pode ser interpretado como um mecanismo adaptativo da tilapia na tentativa
de transportar mais oxigénio para o corpo, devido a uma possivel dificuldade de captacdo do
oxigénio da agua, ap0s alteracdes em seu metabolismo e na estrutura lamelar causadas pela

exposicao ao xenobiotico.

3.3.Biomarcadores hematoldgicos

A Hb do tratamento controle teve uma média de 3,2 g/dL. Este estudo mostra que a Hb
foi inversamente proporcional as concentragdes de eteramina, onde esse xenobidtico induziu a
reducdo do parametro (Fig. 5).

A hemoglobina esta presente nos eritrocitos, cuja funcdo principal é o armazenamento e
transporte de oxigénio (OMS, 2013). Niveis normais de Hb para os peixes seria a distribuicdo
de sua concentracdo encontrada em um grupo representativo de animais saudaveis, no
entanto, é dificil o estabelecimento do intervalo de valores normais para 0s parametros
sanguineos. Parametros hematoldgicos de peixes variam inter e intraespécies e tais variacoes
podem ser em decorréncia de fatores abidticos, como a temperatura, OD, ciclo sazonal,

estresse e fatores enddgenos (Ranzani-Paiva, 1999). Por isso a dificuldade de se ter um padréo
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de comparacdo para garantir a interpretacdo dos resultados. Devido a isto, grupos controle no
delineamento experimental do estudo s&o essenciais para avaliar comparativamente estes

parametros.

Figura 5. Valores médios e desvio padrdo das concentragdes de hemoglobina (g/L) das

tilapias (O. niloticus) expostas a niveis crescentes de eteramina
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A carpa Cirrhinus mrigala exposta ao nitrito apresentou 7,0 g/dL de Hb no controle,
mas o parametro foi reduzido em 50% ap6s exposi¢do a 10,4 mg/L de NO; (Das et al., 2004),
0 pacu (Piaractus mesopotamicus), exposto ao sulfato de cobre (Tavares-Dias et al., 2002), e
o linguado japonés (Paralichthys olivaceus), exposto ao fenantreno (Jee et al., 2004), sdo
exemplos de peixes expostos a poluentes que apresentaram resultados semelhantes aos da
tilapia, ou seja, o decréscimo dos niveis de Hb apds serem submetidos as condicdes
estressoras, pode ser um indicativo de um quadro anémico.

No entanto, tilapias O. niloticus expostas as concentracdes de mercurio apresentaram
valores de Hb entre 4,0 e 6,2 g/dL no controle, com aumento deste parametro na maior
concentracdo de mercurio testada (0,02 mg/L) (Ishikawa et al., 2007). Em resposta a
dificuldade respiratdria, normalmente o organismo estimula 0 aumento dos eritrocitos e Hb
como mecanismo para aumentar a transferéncia de oxigénio (Affonso et al., 2002).

A perda de globulos vermelhos reduz a quantidade total de Hb na circulagéo, reduzindo
a capacidade de armazenamento de oxigénio no sangue (OMS, 2013). De acordo com Jee et
al., (2004), a baixa taxa de Hb poderia ser causada por sua destrui¢do ou por um decréscimo
na sua taxa de sintese. Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que boa parte da
Hb foi transformada em MetHb, justificado pelo aumento de MetHb nos tratamentos expostos

a eteramina. Portanto, supBe-se que 0 composto atue sobre os eritrocitos dos peixes, e
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consequentemente na capacidade de transporte de gases, fato observado também com peixes
expostos ao nitrito.
O resultado de MetHb no grupo controle ficou entre 45,36 e 54,64%. Este estudo mostra

que os niveis de MetHb aumentaram de acordo com as concentracdes de eteramina (Fig. 6).

Figura 6. Valores médios e desvio padrdo de metahemoglobina (MetHb) (%) em tilapias (O.

niloticus) expostas a niveis crescentes de eteramina
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Segundo Martinez (2006), sob condi¢des normais, uma pequena proporc¢do da Hb existe
como MetHb, forma incapacitada de realizar o transporte de oxigénio devido ao estado
oxidado do ferro (Fe*"). Segundo os autores, a enzima metahemoglobina redutase quem atua
na reducdo do Fe®* para Fe?*, regenerando a hemoglobina viavel.

Entretanto, muitos xenobiodticos como nitrito (Kosaka e Tyuma, 1987) compostos
organoestanicos, metais pesados e poluentes ambientais podem aumentar a formacdo de
MetHb (Lackner, 1998). Segundo Ellis (1984), peixes expostos a NO2 podem apresentar
alteracbes hematoldgicas, devido a facilidade de absorcdo da substancia pelas branquias,
chegando facilmente aos receptores presentes nas membranas das células branquiais,
oxidando a Hb, e transformando-a em MetHb. Devido a conversdo da eteramina em outros
compostos nitrogenados como nitrito (Scorsafava et al., 2010), supde-se comportamento
similar a este composto.

Portanto, concentracdes aumentadas de MetHb representam um indicador da exposicao
a contaminantes (Stegeman et al., 1992), entretanto, ndo ha muitos estudos avaliando este
pardmetro frente a exposicao de peixes & poluentes, sequer pesquisas com a eteramina. Apesar

disso, a MetHb é um biomarcador de simples quantificacdo e de resposta representativa.
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Em til&pias (Tilapia aurea) expostas ao NO2’, 0s niveis de MetHb aumentaram com as
concentragOes crescentes de nitrito, onde os autores obtiveram aproximadamente 10% no
controle e 70% ap0s exposicdo a 12,2 mg/L em 24 h, resultado similar ao presente estudo
(Palachek e Tomasso, 1984). Yanbo et al. (2006) expondo tilapias (O. niloticus) também a
NO., observaram com o controle e com a concentracdo de 20 mg/L, valores de MetHb entre 2
e 85% da Hb, respectivamente. Apesar do controle do presente estudo estar superior aos
destacados por esses autores, os resultados sdo similares a Perrone e Meade (1997)
trabalhando com salméo prateado (Oncorhynchus kisutch), com maior valor para o controle,
aproximadamente 30%, e o incremento da MetHb com a crescente exposicdo as
concentracdes de NO,. Apesar disto, o fato de o controle ter resultado em aproximadamente
50% de MetHb, pode sugerir que os animais estavam estressados, provavelmente devido ao
confinamento.

Experimentos realizados com Hoplosternum littorale (caborja) e Colossoma
macropomum (tambaqui) como resultado da exposicao ao petréleo cru e sua fracdo soltvel na
agua (Almeida-Val et al., 2002), e com tambaqui exposto ao NO; (Costa et al., 2004),
também encontraram um aumento nos niveis de MetHb. A tendéncia de resposta desse
parametro nesses trabalhos coincide com o presente estudo, pois, como comentado
anteriormente, os resultados sugerem que boa parte da Hb foi transformada em MetHb,
justificado pelo incremento de MetHb proporcional as crescentes concentracfes da eteramina,
que poderia afetar seriamente a homeostase e a troca gasosa dos peixes (Almeida-Val et al.,
2002).

3.4.Biomarcador bioquimico

O resultado de GSH no grupo controle foi de 5,03 mmol/mL. Este estudo mostra que a
GSH também apresentou uma diminuic¢do proporcional as concentracbes de eteramina (Fig.
7).

A glutationa nas células esta presente, predominantemente, na forma reduzida (GSH), é
um dos componentes mais importantes do sistema de defesa da célula, pois suas funcoes
envolvem a prevencdo dos efeitos da oxidacdo, inibindo o inicio do processo de
lipoperoxidagdo, combatendo radicais livres (Ferreira e Matsubara, 1997), além de ser cofator
essencial para GPx e GST (Ross, 1988).

Segundo Lenartova et al. (1997), o dano oxidativo causa um desequilibrio entre a
producdo de oxidantes e o proprio sistema de defesa antioxidante do animal, sendo que,

mesmo assim, 0s peixes expostos a xenobioticos tendem a se ajustar as condicOes de estresse
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oxidativo, como reflexo de um processo de adaptacdo. Essa resposta esta geralmente
acompanhada da inducdo das enzimas de defesas antioxidantes, com a concomitante
interferéncia na concentracdo de compostos antioxidantes ndo enzimaticos, como GSH
(Martinez, 2006), fato observado neste estudo. Em condicdes de estresse oxidativo, a GSH
converte-se em GSSG, levando a uma diminuigéo da razdo GSH/GSSG, que seria a GSH total
(Ferreira e Matsubara, 1997).

Figura 7. Valores médios e desvio padrdo de GSH (mmol/mL) de tilapias (O. niloticus)

expostas a niveis crescentes de eteramina
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O que geralmente se observa nas pesquisas com este biomarcador é que decréscimos na
sua concentracdo correspondem a uma reagdo aguda, enquanto 0 seu aumento representaria
uma adaptacdo a expansao da atividade de detoxificacdo (Martinez, 2006). Estudos mostraram
tendéncias de reducdo de GSH ao exporem a tilapia O. niloticus a efluentes de suinocultura
(Lima et al., 2006), ao cadmio (Zirong e Shijun, 2007) e a compostos perfluorados (Liu et al.,
2007); curimbata Prochilodus lineatus a herbicida atrazina (Santos, 2010), e lambari Astyanax
altiparanae a inseticida imidacloprido (Almeida, 2016). Dados que corroboram com 0s
resultados aqui apresentados com relacao aos efeitos dos xenobiodticos em peixes.

Ja Simonato (2010), expondo P. lineatus a fracdo soltvel da gasolina em agua, relatou
aumento dos niveis GSH do figado; e Elnwishy et al. (2007) relataram uma reducdo
significativa, com posterior aumento de GHS total no figado de tilapia O. niloticus expostas
ao inseticida Diazinon. Provavelmente, a reducdo pode estar relacionada com tentativas
imediatas do figado de desintoxicar o organismo frente a acdo do xenobidtico, e 0 aumento,
posteriormente, indica uma adaptagdo as condigdes do ambiente. Fato que destaca o aumento

da protecdo do organismo contra o estresse oxidativo.
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Uma vez que a GSH é um importante mecanismo de defesa antioxidante, sua deplecdo
celular, como observada neste trabalho, pode produzir um estado pré-oxidante intracelular
(Lenartova et al., 1997). Assim, pode-se inferir que a eteramina foi capaz de ativar o sistema
de defesa antioxidante das tilapias, pois, os resultados de MetHb aumentando e o de GSH
regredindo, coincidem com o fato de que a conversao de Hb a MetHb dependeria da avaria do

sistema antioxidante e hemolise.

3.5.Biomarcadores morfoldgicos

No presente estudo, a histopatologia foi utilizada como ferramenta de deteccdo de
respostas dos peixes frente a exposicdo a eteramina. Lesdes celulares podem ser causadas pela
exposicdo a agentes toxicos, sendo que a gravidade da lesdo dependera da intensidade,
duracdo e qual o 6rgao acometido, podendo, se cessado a acdo do téxico, o 6érgdo acometido
voltar a homeostasia (Brasileiro-Filho, 2009). Segundo Hibiya (1982), o contato com algum
composto téxico pode desencadear processos degenerativos e necroticos, transtornos de
crescimento celular como hiperplasia e hipertrofia, além de distarbios circulatérios. O dano
causado ao organismo, devido a essas alteracBes morfoldgicas sofridas, pode ser expresso

pelo Indice de 6rgéo (lorg) (Tab. 4).

Tabela 4. indices de 6rgdo (lorg) branquial e hepatico estimados da exposicdo a eteramina de

juvenis de tilapia (O. niloticus)

indice de 6rg&o - lorg

Eteramina mg/L

Branquia Figado
Controle (0) 5,2 + 1,642 0,0 £0,0?
0,4 19,0 +1,41° 5,8+ 0,45°
0,8 19,6 +1,14° 6,0 +1,22°
1,6 28,4 + 1,95° 4,2 +0,45°
32 32,2 +1,64° 10,4 +1,82°
6,4 32,4 + 2 06° 16,2 + 1,79°

Diferentes letras na mesma coluna demonstram diferencas significativas pelo teste de Bonferroni (P <0,01).

Tanto o l.g branquial, quanto o l.g hepatico, aumentaram significativamente quando os
animais foram expostos a concentragOes a partir de 0,4 mg/L de eteramina, sendo que a partir
de 1,6 mg/L, para as branquias, e 3,2 mg/L, para o figado, as alteracbes foram intensificadas.
No presente estudo, as analises indicaram que a exposi¢do a eteramina induz a ocorréncia de
alteracOes branquiais e hepaticas.

Santos-Silva et al. (2017) trabalhando com pacamés expostos a NHz e NO2", avaliando

as branquias, obtiveram um lorg de 20, para concentracéo de 10,76 mg/L NHs, e lorg de 18, para
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233,49 mg/L NO2, respectivamente. O que sugere que a eteramina causou mais lesdes, em
menores concentracdes, se comparada com esse estudo. O uso de indicadores quantitativos
histopatoldgicos em estudos toxicologicos com peixes ainda € escasso na literatura cientifica.
Encontram-se, frequentemente, descri¢cdes qualitativas das lesdes encontradas, 0 que gera uma
interpretacdo incompleta do grau de acometimento dos organismos submetidos & exposi¢do
a0s xenobioticos.

Com relacédo a atuacdo da eteramina sobre o sistema biologico dos peixes, a branquia é
0 primeiro orgdo a sofrer os impactos da exposi¢cdo. Sua superficie estd permanentemente em
contato com ambiente externo (Hinton e Laurén, 1990), apresentando uma alta taxa de
perfusdo (Heath, 1987) o que facilita o acesso do xenobidtico ao meio interno do organismo,
propiciando altera¢6es fisiologicas.

A branquia é um orgdo multifuncional essencial para organismos aquaticos e esta
envolvida nas trocas gasosas, osmorregulacéo, ionorregulacéo e excrecdo (Perry, 1997; Au,
2004). Além disso, sua suscetibilidade ao aparecimento de lesdes apds exposicao a produtos
guimicos na agua, a torna um importante biomarcador histopatoldgico (Bernet et al., 1999;
Au, 2004).

N&o existem estudos histopatoldgicos relatados sobre a acdo das eteraminas nos tecidos
de peixes. No entanto, no presente estudo foi observado que a eteramina causou alteracoes
morfolégicas nas branquias (Fig. 8). As branquias no grupo controle apresentaram hiperplasia
leve e desprendimento do epitélio respiratorio (Fig. 8A). Essas alteracbes sdo comuns em
individuos jovens, e pelas branquias estarem em contato direto com a agua, pequenas
alteracdes eram esperadas.

J& nos animais expostos a eteramina, as alteracdes histopatoldgicas observadas foram:
aneurisma, hiperplasia, hipertrofia, desprendimento do epitélio respiratério, hiperemia e
necrose. Entretanto, essas alteracdes foram mais frequentes, com a intensidade de moderada a
severa, nas maiores concentracdes (Fig. 8B-F). O aumento de secre¢do de muco, juntamente
com as alteracOes observadas no presente estudo, foi relatado apos a exposicdo de peixes a
pesticidas, fendis e metais pesados (Nowak et al., 1992).

O desprendimento do epitélio respiratorio é uma reacdo inicial das branquias quando o
peixe esta exposto a algum agente estressor (Winkaler et al., 2001), tendo como finalidade
reduzir a funcionalidade do 6rgéo atingido (Bernet et al., 1999), em uma possivel tentativa de

diminuir a contaminacédo pela substancia toxica.
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Figura 8. Fotomicrografias mostrando tecido branquial de juvenis de tilapia O. niloticus
expostos a concentracOes agudas de eteramina por 96 h, onde se observa: A - grupo controle,
epitélio de revestimento (ER), lamela primaria (LP), lamela secundaria (LS) e hemacias (HE)
(400x); B - 0,4 mg/L de eteramina, hiperplasia epitelial (estrela) e congestéo (seta) (400x); C -
0,8 mg/L de eteramina, desprendimento epitelial (seta) e hiperplasia epitelial (estrela) (400x);
D - 1,2 mg/L de eteramina, fusdo lamelar (estrela) e aneurisma (seta) (200x); E - 3,2 mg/L de
eteramina, necrose (setas) (400x); F - 6,4 mg/L de eteramina, desprendimento epitelial (setas)

e alteracdo estrutural (estrelas) (400x). Coloracdo HE
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Thomson (1978) destaca que a hiperplasia é o aumento da proliferacdo celular, em
virtude de uma elevagdo na atividade mitdtica podendo levar a fusdo lamelar. Pode ser
induzida por um aumento funcional do 6rgéo ou por irritacdo quimica (Mumford et al., 2007),
originando-se a partir dos mecanismos de defesa. Sendo uma das primeiras alteracOes
histopatoldgicas nas branquias de tilapias do Nilo, expostas a amonia (Benli e Koksal, 2005).

A hiperplasia reduz o espago interlamelar, podendo causar uma fuséo lamelar parcial ou
completa, reduzindo a superficie para absorcao de xenobidticos presente (Bernet et al., 1999;
Robbins e Cotran, 2005; Koca et al., 2005; Camargo e Martinez, 2007). Essas alteracdes
aumentam a distdncia entre a 4gua e o sangue, em virtude da reducdo ou cessacdo da
passagem da agua entre as lamelas secundarias hiperplasicas (Lupi et al., 2007), criando uma
barreira, mas que juntamente com o desprendimento epitelial e aumento da secre¢do de muco,
reduzem as trocas gasosas, podendo levar a ruptura de vasos sanguineos, hemorragia (Nowak
et al., 1992; Thophon et al., 2003), e hipoxia (Mallatt, 1985; Camargo e Martinez, 2007), se 0
agente toxico ndo for removido. A fusdo lamelar encontrada em todos 0s grupos expostos
neste experimento evidencia uma tentativa do organismo de evitar a maior absorcdo de
xenobidticos pelas branquias.

A hipertrofia, por sua vez, é o aumento quantitativo dos constituintes e das fungdes
celulares, resultando no aumento volumétrico das células (Brasileiro-Filho, 2009), sendo um
tipo de alteracdo progressiva, que leva a um acréscimo da atividade das células ou tecidos
(Bernet et al., 1999). Os aneurismas podem resultar de reacdes inflamatorias ou distdrbios
circulatérios, devido a obstrucdes do fluxo sanguineo, ocasionadas por fenémenos
hiperplésicos (Hinton e Laurén, 1990). Além disso, podem causar intensa vasodilatagdo com
deslocamento do epitélio lamelar, com possibilidade de ruptura (Fernandes e Mazon, 2003), e
consequente hemorragia. Os aneurismas foram pouco numerosos nas branquias amostradas no
estudo, aparecendo somente nos grupos 3,2 e 6,4 mg/L de eteramina. E uma alteragéo tecidual
que pode ser observada frequentemente em espécies capturadas em &reas contaminadas
(Stentiford et al., 2003), e em contato com contaminantes quimicos (Santos, 2010) e metais
pesados (Garcia-Santos, 2007).

Segundo Winkaler et al. (2001), esses tipos de lesdes histopatoldgicas indicam que 0s
peixes respondem aos efeitos dos agentes tdxicos presentes na agua. As alteracOes
encontradas no presente estudo s@o similares com as descritas em outras pesquisas
envolvendo respostas biologicas de peixes frente a intoxicagfes. As lesbes mais frequentes
nas pesquisas ecotoxicoldgicas sdo: hiperplasias, hipertrofias, aneurismas, desprendimento

epitelial, necrose e fusao lamelar, em Salmo clarki (truta) (Thurston et al., 1978), pacamaés
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(Cardoso et al., 1996) e Cyprinus carpio (carpa comum) (Kadhim e Al-Faragi, 2018) expostos
a amodnia ndo ionizada; e robalo asiatico (Lates calcarifer) exposto a cadmio (Thophon et al.,
2003). Usando a mesma espécie do presente estudo, a exposicdo ao herbicida glifosato
(Jiraungkoorskul et al., 2002) e a amonia nao ionizada (EI-Shebly e Gad, 2011) também
foram capazes de causar as mesmas lesdes anteriormente citadas.

Essas lesdes implicam comprometimento de fungdes respiratérias e osmoregulatorias
apos exposicdo continuada, demonstrando que diferentes compostos quimicos podem causar
alteracdes branquiais similares. As alteracdes histopatoldgicas de branquias sdo, em geral,
responsivas, mas ndo especificas a exposicao a poluentes (Au, 2004).

De acordo com Brasileiro-Filho (2009), depois de cessada a acdo do agente agressor, a
célula podera voltar ao seu estado de homeostase dependendo da qualidade, intensidade e
duracdo da agressdo, bem como do estado funcional ou tipo celular comprometido. Quando
um composto toxico ndo causa mortalidade em massa de organismos aquéticos, podem-se
observar severas alteragdes histopatolégicas nos érgdos acometidos, como em branquias e
figado.

Como referido anteriormente, ndo existem estudos histopatoldgicos relatados sobre a
acao das eteraminas nos tecidos de peixes. No entanto, este estudo mostrou sua capacidade de
causar alteracbes morfoldgicas no figado (Fig. 9). O figado é um 6rgdo de intensa atividade
metabdlica, que desempenha papel fundamental no metabolismo e excrecdo de xenobiontes,
sendo, portanto, essencial na manutencdo da homeostase metabdlica do animal (Hinton e
Laurén, 1990; Bernet et al., 1999; Roberts, 2001). E composto de hepatdcitos entre os quais
ha células epiteliais dos ductos biliares, células de Kupffer (macréfagos), células sanguineas e
endoteliais (Takashima e Hibiya, 1995), e sinusdides (Rajeshkumar et al., 2013).

Por ser o principal local de detoxificacio em peixes, na presenca de substancias
quimicas, o figado pode desenvolver alteracbes morfoldgicas nos hepatécitos (Hinton e
Laurén, 1990; Takashima e Hibiya, 1995; Thophon et al., 2003; Honorato et al., 2014), sendo
por isso considerado um 6timo biomarcador para monitoramento de poluicdo dos recursos
hidricos (Zelikoff, 1998; Rajeshkumar et al., 2013).

O processo de detoxificacdo requer uma série de reacfes que envolvem antioxidantes
(Ferreira e Matsubara, 1997), produzindo metabolitos hidrofilicos, que sejam mais facilmente
excretados (Hodgson e Goldstein, 2001), e impedindo danos oxidativos a componentes
celulares (Van Der Oost et al., 2003). Porém, se 0 xenobidtico atuar em condi¢fes acima do
que esse sistema de defesa consegue combater, alteracGes histopatologicas podem surgir no

tecido.
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Figura 9. Fotomicrografias mostrando o parénquima hepético de juvenis de tilapia O. niloticus
expostos a concentracOes agudas de eteramina por 96 h, onde se observa: A - grupo controle,
tecido pancreatico difuso, hepatdcitos poligonais arranjados em cord@es (cabecas das setas),
hemaécias (flechas), células de Kupffer (setas), sinusoides (estrelas) e veia central (vc) (200x);
B - 0,4 mg/L de eteramina, vacuolos citoplasméticos e degeneracdo nuclear (estrelas) e
congestdo (setas) (400x); C - 0,8 mg/L de eteramina, hepatdcitos com vacuolizacao difusa no
citoplasma e degeneracgédo nuclear (setas) (100x); D - 1,2 mg/L e E - 3,2 mg/L de eteramina,
vacuolizacdo difusa do parénquima hepatico (setas) (200x); F - 6,4 mg/L de eteramina,
vacuolizacdo difusa do parénquima hepatico (setas), necrose (estrelas) e congestdo (cabecas
das setas) (200x). Coloracdo HE
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SeccOes através do figado dos peixes do grupo controle exibiram uma arquitetura
parenquimatosa normal, com hepatocitos poligonais em arranjo cordonal, que continham
citoplasma homogéneo com nucleo centralizado, vasos sinusoides e células de Kupffer, além
de um tecido pancreético difuso (Fig. 9A). Os resultados conferem com a descricdo
histologica de Santos et al. (2004) e Gaydo et al. (2013), para tilapia nilética, o que permitiu
caracterizar a histologia do figado do grupo controle como padrédo estrutural para a espécie.
As alteracOes histopatoldgicas observadas nos peixes expostos a eteramina foram: dilatagdo
dos sinusoides, vacuolizacdo dos hepatdcitos, degeneracdo celular e nuclear, congestdo
sanguinea e necrose (Fig. 9B-F).

A exposicdo a locais contaminados também provoca alteracfes histopatoldgicas nos
6rgdos de peixes. Utilizando o figado para biomonitoramento ambiental, elencam-se alguns
estudos histopatoldgicos de diferentes xenobioticos. Entre as alteracGes hepaticas comumente
observadas nesses estudos, destacam-se: hipertrofia e vacuolizacdo dos hepatdcitos,
degeneracdo citoplasmatica e nuclear, necrose, centros melanomacrofagos, congestéo,
proliferacdo de fibroblastos e esteatose. Essas alteragdes foram sinalizadas em curimbatés P.
lineatus de ribeirdo urbano (Camargo e Martinez, 2007); em lambaris Astyanax jacuhiensi de
lagoas de estabilizacdo petroquimica (Flores-Lopes e Malabarba, 2007); em dourada
Brachyplatystoma rousseauxii de baia contaminada (Rocha et al., 2010); em milkfish Chanos
chanos de area contaminada com metais pesados (Rajeshkumar et al., 2013); e em tambaquis
C. macropomum proveniente de &rea de mineragdo (Pinheiro et al., 2017).

A hipertrofia celular ou nuclear, alteragio comum nos estudos de biomonitoramento
ambiental, indica o aumento da atividade da célula na presenca ou auséncia de alguma
substancia (Hinton et al., 1992; Takashima e Hibiya, 1995), podendo resultar em necrose
(Takashima e Hibiya, 1995). No presente estudo, o figado apresentou congestdo multifocal
dos sinusoides, caracterizada pela presenca de células sanguineas (Hibiya, 1982), hepatocitos
em desarranjo cordonal, e deslocamento de nucleo dos hepatocitos. Alteracbes presentes a
partir da concentragéo de 0,4 mg/L de eteramina (Fig. 9B).

Diferencas no formato e tamanho dos hepatocitos, assim como no ndcleo, estio
associadas a patologias ¢ a atividade metabolica do figado (Raskovi¢ et al., 2011). Segundo
Gayao et al. (2013), com o aumento de volume dos hepatocitos ocorre a descentralizacdo do
nacleo e a vacuolizacdo no citoplasma, alteracBes presentes no estudo, o que é indicativo de

atividade metabolica alterada.
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Essa vacuolizacdo sugere a existéncia de regiGes com concentracdes de lipideos e
glicogénio, ou a combinagdo de agentes toxicos com lipideos citoplasmaticos (Santos et al.,
2004). O acumulo de lipideos no hepatocito, denominado esteatose hepatica (Hibiya, 1982),
pode ser consequéncia de distirbios metabdlicos ou uma alteracdo parcial na sua morfologia
(Kendall, 1977), causados por exposi¢do a produtos toxicos, e normalmente antecedendo a
necrose (Robbins e Cotran, 2005). A presenca atipica de lipideos e glicogénio no citoplasma
prejudica as atividades metabolicas (Santos et al., 2004; Gaydo et al., 2013). Ja a degeneracéo
hidropica e a tumefacdo turva, sdo caracterizadas pelo aumento do volume da célula, em
diferentes proporg¢des, devido ao acumulo de &dgua e eletrolitos em seu interior (Robbins et al.,
1989). Para a determinacdo de qual metabdlito presente no parénquima hepético, devido ao
aparecimento de vacuolizacdo difusa com as crescentes concentracGes, S0 necessarios
métodos histologicos especificos para manutencdo da integridade dessas inclusdes, sem
utilizar substancias que solubilizem esses metabdlitos (Rodrigues e Fanta, 1998; Santos et al.,
2004).

Rocha et al. (2010) destacam que a biotransformacéo de xenobioticos pode ocasionar na
producdo de EROS, que podem levar a lesdo peroxidativa dos lipidios damembrana, e
consequentemente a necrose. Como a necrose somente foi observada nas concentragdes de 3,2
e 6,4 mg/L de eteramina, isso pode indicar uma pressdo exercida do toxico sobre o sistema de
detoxificacdo, onde o mesmo ndo foi suficiente para concluir o processo e retornar a
homesostase, devido as altera¢bes observadas nas maiores concentracdes e a mortalidade.

Essas alteracGes sdo consistentes com as relatadas em figado da mesma espécie do
estudo. A exposicdo de tilapias ao herbicida glifosato causou vacuolizacdo, dilatacdo de
sinusoides e picnose nuclear (Jiraungkoorskul et al., 2002), o cobre causou vacuolizacdo e
necrose (Figueiredo-Fernandes et al., 2007), e o tetracloreto de carbono (CCls) resultou em
esteatose (Moraes et al., 2018). O figado recebe por via sanguinea os poluentes absorvidos do
ambiente podendo conforme tempo de exposicdo, tipo de substancia e concentracdo, sofrer
alteracdes morfologicas (Saleh, 1982; Braunbeck et al., 1990), como degeneracédo celular e
nuclear, reduzindo areas metabolicamente ativas (Hinton e Laurén, 1990; Hinton et al., 1992;
Takashima e Hibiya, 1995).

Novamente, devido a possibilidade de conversdo das eteraminas em compostos
nitrogenados (Scorsafava et al., 2010), optou-se por comparar os resultados da eteramina
encontrados com a amonia ndo ionizada, em razdo do potencial de intoxicacdo para
organismos aquéticos. Histopatologias como tumefacédo turva e degeneragdo hidrépica foram

encontradas em juvenis de O. niloticus (65 g), em teste cronico de seis semanas com
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concentracOes de 0,14 mg/L N-NH3 (Benli et al., 2008). Ja a exposic¢éo de R. quelen a 3,82
mg/L N-NHz3 por 24 h causou dilatagdo dos sinusdides (Miron et al., 2008).

As analises realizadas no tecido hepatico demonstraram que a substancia testada afeta a
morfologia e a concentracdo de metabdlitos neste 6rgao, interferindo nas suas fungdes vitais.
Considerando que as alteracGes observadas no tecido hepatico das tilapias sdo semelhantes
aquelas verificadas por outros pesquisadores com diferentes agentes tdxicos, & possivel
concluir que a eteramina apresenta ums intensa acdo hepatotoxica. Rodrigues e Fanta (1998)
sugerem que ha uma sequéncia temporal de acometimento apds exposicao a agentes toxicos,
onde coincidiram muitas alteracdes observadas no presente estudo. A sequéncia comega com
a descentralizacdo nuclear dos hepatdcitos e granulacdo de seu citoplasma, seguida por
vacuolizacdo, tumefacdo turva, intensa pigmentacdo nuclear, necrose, invasdo de macrofagos
e inchaco dos canaliculos.

O comprometimento do figado pode interferir na detoxificagdo dos compostos
nitrogenados (Santos-Silva et al., 2017), o que pode justificar a mortalidade nas concentracfes
maiores de eteramina. Todas as alteracGes histopatoldgicas citadas reforcam que as lesbes
observadas no presente estudo ndo sdo causadas exclusivamente por eteramina. No entanto,
pode-se basear seu potencial tdéxico com essas substancias igualmente poluidoras. As
alteracbes morfolégicas do figado sdo resultados de um mecanismo defensivo ou de
alteracdes adaptativas a contaminacdo (Au, 2004). O que sugere a possibilidade de uso como

bioindicador para a eteramina presente no meio ambiente.
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4.CONCLUSAO

A tilapia do Nilo (O. niloticus), mostrou-se susceptivel a exposic¢éo aguda de eteramina,
sendo evidente pela andlise dos parametros hematologicos, bioquimicos e morfolégicos. O
nivel de seguranca encontrado no presente trabalho auxilia na compreenséo da atividade da
eteramina em um sistema biologico, porém, ndo deve ser utilizada para peixes em geral.

A eteramina age como um agente estressor, que reduz os niveis de Hb e GSH, induz a
formacéo de MetHb, causando ainda um aumento da FV em tilapia. O estudo histopatologico
mostrou os principais efeitos causados nas branquias e figado, corroborando o que é colocado
pela literatura no que diz respeito aos cuidados que devem ser tomados com poluentes no

ambiente aquatico.
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7.CONSIDERACOES FINAIS

Como mencionado anteriormente, cada espécie apresenta uma suscetibilidade individual
perante a acdo de compostos toxicos. Por este motivo, existe a necessidade de estudos
toxicoldgicos com diferentes organismos testes para se entender o comportamento do
xenobidtico, podendo prevenir e remediar agdes em possiveis contatos com a substancia. E de
suma importancia também, a exposi¢cdo a concentragdes subletais por mais tempo, para
determinar os efeitos cronicos da eteramina, representando quadros reais de exposi¢do como o
ocorrido no rio Doce.

Este tipo de estudo serve para alertar a comunidade cientifica do perigo que representa a
eteramina para 0s organismos aquéaticos. Sendo importante 0 monitoramento desse poluente
em recursos hidricos adjacentes as regides de intensa atividade mineradora. Além disso, sob o
ponto de vista ambiental (ecossistema mundial) e econémico (mineradoras), torna-se
interessante o investimento em tecnologias de reaproveitamento da eteramina no processo de
beneficiamento do minério, além do processo otimizado de biodegradacdo, de modo a reduzir

as concentragdes da substancia no rejeito.
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