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Resumo 

Apesar de sua importância econômica, a mineração é responsável por diversos problemas 

socioambientais, sendo considerada uma das principais atividades antrópicas que contribuem 

para a poluição com metais de bacias hidrográficas. Os metais pesados oriundos de rejeitos 

minerários possuem grande potencial de bioacumulação e biomagnificação na cadeia alimentar 

sendo responsáveis por causar efeitos citotóxicos e genotóxicos nos organismos. O objetivo do 

estudo foi avaliar os efeitos da exposição aguda a sedimentos do Rio Doce contaminados por 

rejeitos minerários da barragem do Fundão. Para isso, foram realizados ensaios de contato com 

embriões de Danio rerio durante 96 h de exposição. Foram utilizados sedimentos de 3 pontos 

contaminados do rio Doce e um ponto do rio Piranga, não contaminado pelo rejeito (ponto 

referência). Para controle negativo, um grupo foi exposto ao sedimento inerte, não 

contaminado, totalizando 5 grupos. Foram avaliadas taxas de mortalidade, malformações e 

eclosão dos embriões, parâmetros sensoriais, fisiológicos e esqueléticos, metalotineína (MT), 

proteína de choque térmico (HSP) 70, acetilcolinesterase (AChE), proliferação e morte celular, 

e caspase-3. A análise de metais mostrou a presença de As, Cr, Cu, Hg e Ni acima dos limites 

recomendados pelo CONAMA. Os embriões expostos ao sedimento apresentaram taxa de 

mortalidade significativamente maior que o controle e taxa de eclosão dos ovos 

significativamente menor. Alterações esqueléticas, fisiológicas e sensoriais, efeitos 

neurotóxicos, aumento da atividade da AChE e redução de movimentos espontâneos foram 

observados principalmente nos pontos mais próximos a barragem. Além disso, a contaminação 

aumentou significativamente a imunoexpressão de MT, HSP70 e alterou as atividades de 

proliferação e morte celular. Esses resultados mostram que o sedimento do rio Doce permanece 

citotóxico mesmo após 6 anos do rompimento da barragem do Fundão, afetando negativamente 

o desenvolvimento embrionário do zebrafish, e, em consequência, poderá comprometer a 

estrutura das populações de peixes da bacia do Rio Doce.  

Palavras-chave: barragem de Fundão, metais pesados, MT, HSP70, AChE e CASP-3



Abstract 

Despite its economic importance, mining is responsible for several socio-environmental 

problems, being considered one of the main human activities that contribute to metal pollution 

in watersheds. Heavy metals from mining waste have great potential for bioaccumulation and 

biomagnification in the food chain, being responsible for causing cytotoxic and genotoxic 

effects in organisms. The objective of the study was to evaluate the effects of acute exposure to 

sediments from the Rio Doce contaminated by mining tailings from the Fundão dam. For this, 

contact tests were carried out with Danio rerio embryos during 96 h of exposure. Sediments 

from 3 contaminated points on the Doce River and one point on the Piranga River, not 

contaminated by tailings (reference point), were used. For negative control, one group was 

exposed to inert, uncontaminated sediment, totaling 5 groups. Mortality rates, malformations 

and hatching of embryos, sensory, physiological and skeletal parameters, metallotinein (MT), 

heat shock protein (HSP) 70, acetylcholinesterase (AChE), cell proliferation and death, and 

caspase-3 were evaluated. Metal analysis showed the presence of As, Cr, Cu, Hg and Ni above 

the limits recommended by CONAMA. Embryos exposed to sediment showed a significantly 

higher mortality rate than the control and a significantly lower hatching rate. Skeletal, 

physiological and sensory alterations, neurotoxic effects, increased AChE activity and reduced 

spontaneous movements were observed mainly at the points closest to the dam. Furthermore, 

contamination significantly increased MT, HSP70 immunoexpression and altered cell 

proliferation and death activities. These results show that the Doce river sediment remains 

cytotoxic even 6 years after the Fundão dam rupture, negatively affecting the embryonic 

development of zebrafish, and, consequently, could compromise the structure of fish 

populations in the Doce river basin. 

Keywords: Fundão dam, heavy metals, MT, HSP70, AChE and CASP-3 
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1. INTRODUÇÃO 

A mineração é uma das atividades mais antigas da civilização, indispensável para o 

desenvolvimento industrial e socioeconômico ao longo da história (ANM, 2022). O setor 

mineral tem grande importância econômica no Brasil, e em 2021 registrou arrecadação de 339,1 

bilhões de reais, correspondente a 2% do PIB nacional, sendo o minério de ferro responsável 

por 73,7% desse faturamento (IBRAM, 2022). Entretanto, a atividade mineradora é responsável 

por diversos problemas provocados no meio ambiente, sendo historicamente considerada uma 

das principais atividades antrópicas que contribuem para a poluição de metais em bacias 

hidrográficas (Queiroz et al., 2018). 

A principal causa da poluição é o processo de beneficiamento do minério que produz 

uma enorme quantidade de resíduos estocados em barragens de rejeitos. Todas as técnicas de 

descarte e gerenciamento de resíduos da exploração mineral implicam em graus variáveis de 

riscos ambientais, incluindo a utilização de barragens (Roche et al., 2017). No Brasil existem 

922 barragens de rejeitos de minérios registradas no Sistema Integrado de Gestão de Segurança 

de Barragens de Mineração (SIGBM), sendo que a maior concentração ocorre no estado de 

Minas Gerais, que possui 353 barragens (ANA, 2022). Das 922 barragens registradas no 

SIGBM, 459 são cadastradas na Política Nacional de Segurança de Barragens (PNSB), no qual 

53 são classificadas na categoria com alto risco de acidentes, sendo 48% devido ao estado de 

conservação (ANM, 2022) (Fig.1). 

 

Figura 1. Distribuição das barragens inseridas na Política Nacional de Segurança de Barragens (PNSB) 

por estado, segundo a classificação de critério de risco (ANM, 2022). Disponível em: 

https://www.gov.br/anm/pt-br/assuntos/barragens/boletim-de-barragens-de-mineracao/ 

arquivos/boletim-mensal-setembro-2022.pdf 

https://www.gov.br/anm/pt-br/assuntos/barragens/boletim-de-barragens-de-mineracao/
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Rompimentos de barragens não são eventos frequentes, porém, nos últimos 25 anos, 

apenas em Minas Gerais, ocorreram 9 rompimentos causados por falhas na barragem de 

contenção que refletem em processos de degradação ambiental e perdas socioeconômicas 

(Santos e Wanderley, 2016). Entre o fim de 2015 e o início de 2019, o Brasil registrou os dois 

maiores desastres do século XXI envolvendo barragens de mineração, o rompimento da 

barragem de Fundão em Mariana e o rompimento da barragem B1 em Brumadinho, ambas em 

Minas Gerais. As barragens que se romperam eram classificadas no critério de risco baixo e o 

modelo tecnológico de construção utilizado foi alteamento a montante (Freitas e Silva, 2019). 

A técnica de barragem a montante consiste em depositar o rejeito em degraus e após isso, lançar 

o rejeito na linha de simetria do dique, que servirá de base para o próximo alteamento (Fig. 2). 

O método de construção de barragens a montante é o mais econômico e antigo, porém é o menos 

seguro, representando 76% dos incidentes em barragens (Araujo, 2006; Freitas e Silva, 2019). 

 

Figura 2. Infográfico (A) Barragem a montante (B) Rompimento barragem a montante (Adaptado de 

G1, 2015. Disponível em: https://g1.globo.com/mg/minas-gerais/noticia/ 2019/02/07/entenda-o-que-e-

a-liquefacao-fenomeno-que-pode-levar-barragens-ao-colapso.ghtml 

1.1 O rompimento da barragem de Fundão em Mariana/MG 

O maior desastre ambiental da história do Brasil e do setor de mineração mundial, tanto 

em volume de rejeitos despejados quanto em magnitude dos danos, ocorreu em 5 de novembro 

de 2015, no município de Mariana, estado de Minas Gerais (Carmo et al., 2017). A barragem 

de Fundão, pertencente à mineradora Samarco S.A., rompeu e liberou mais de 50 milhões de 

metros cúbicos de rejeitos de minério para o meio ambiente (Escobar, 2015; IBAMA, 2015) 

(Fig.3). O fluxo de lama intenso e repentino foi transportado pelos rios Gualaxo do Norte, rio 

https://g1.globo.com/mg/minas-gerais/
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do Carmo e rio Doce por mais de 650 km até chegar ao Oceano Atlântico e impactou fortemente 

o equilíbrio dos ecossistemas atingidos (Gomes et al., 2017, Foesch et al., 2020). 

 

Figura 3. Barragem do Fundão após o rompimento 06/11/2015 - Agencia O Globo - Disponível em: 

https://oglobo.globo.com/brasil/mp-de-minas-gerais-ve-falhas-em-licenciamento-da-barragem-de-

fundao-18494612 

A bacia do rio Doce é uma importante área socioeconômica e ambiental no Brasil, 

compreendendo uma área de 86.711 km² distribuídos nos estados de Minas Gerais e Espírito 

Santo. A bacia é fonte de recursos hídricos para uso público, abastecimento, agricultura, 

indústria e geração de energia, além de ser uma área de elevada importância econômica, 

principalmente no que diz respeito à atividade agrícola, mineração e atividades industriais, com 

a presença do maior complexo siderúrgico da América Latina (CBH-DOCE, 2017; PIRH-

DOCE, 2010). 

O rompimento da barragem de Fundão causou danos não só à infraestrutura, à economia 

e à organização social local, mas também causou a morte de 19 pessoas, a realocação de mais 

de 320 famílias, deixou desalojados, desabrigados, feridos e doentes (Freitas et al., 2019; Neves 

et al. 2016). No meio ambiente, a lama contaminada por rejeitos gerou desequilíbrio no 

ecossistema, tornou o solo infértil, destruiu 1469 hectares de Mata Atlântica, causou a 

contaminação de rios da bacia do Rio Doce e a morte de toneladas de peixes e outros animais, 

incluindo espécies endêmicas e da lista de animais ameaçados de extinção (Gomes et al., 2017). 

Além das consequências imediatas, o derramamento de rejeitos tem potencial de contaminar o 

sedimento dos rios e os lençóis freáticos (Fields, 2001, Simón et al., 2001, Garcia et al., 2017).  

https://oglobo.globo.com/brasil/mp-de-minas-gerais-ve-falhas-em-licenciamento-da-barragem-de-fundao-18494612
https://oglobo.globo.com/brasil/mp-de-minas-gerais-ve-falhas-em-licenciamento-da-barragem-de-fundao-18494612
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O lançamento de rejeitos minerários contendo alta carga de metais pesados altera a 

composição do sedimento, devido ao seu alto potencial para acumular contaminantes 

(Mahiques et al., 2016). A contaminação por metais é uma preocupação em ecossistemas 

aquáticos, pois tende a se adsorver a matéria orgânica particulada, solo e partículas de 

sedimentos (Tjahjono e Suwarno 2018). Uma vez contaminados, os sedimentos podem servir 

como sumidouros e fontes secundárias para metais pesados, podendo liberar esses 

contaminantes sob certas condições físicas, químicas e biológicas (Li et al., 2019). Nas áreas 

mais próximas à barragem de Fundão, 6 meses após o desastre, foi detectado no sedimento 

alumínio (Al), ferro (Fe), mercúrio (Hg) manganês (Mn), bário (Ba), estrôncio (Sr), chumbo 

(Pb), arsênio (As) e cádmio (Cd) (Duarte et al. 2020), sendo que Cd, As, Fe, Hg e Mn 

excederam as diretrizes de qualidade de sedimentos do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

resolução 454/2012 (CONAMA) (Duarte et al., 2020, Hatje et al., 2017). Além disso, testes de 

extração mostraram que Ba, Pb, As, Sr, Fe, Mn e Al têm alto potencial de mobilização do 

sedimento para água, podendo se tornar ainda mais biodisponíveis (Segura et al., 2016). 

Em geral, os metais podem ser classificados biologicamente como essenciais e não 

essenciais. Os metais não essenciais como Al, Cd, Hg e Pb não têm função biológica 

comprovada (também chamados de xenobióticos), e sua toxicidade aumenta com o aumento da 

concentração. Metais essenciais como Cu, Zn, Cr, Ni e Fe, têm um papel biológico conhecido, 

e a toxicidade ocorre em deficiências metabólicas ou em altas concentrações (Sfakianakis et al 

2015).  

Muitos organismos pelágicos, epibentônicos e demersais dependem do sedimento como 

fonte de alimento e substrato para reprodução, entrando em contato direto com esses metais 

(Burton, 1991). Como os metais não são degradados naturalmente e não são metabolizados 

pelos seres vivos, eles bioacumulam nos órgãos e tecidos dos organismos aquáticos, causando 

efeitos citotóxicos e genotóxicos, podendo resultar em diversos danos à saúde, ao crescimento 

e à reprodução (Savassi et al., 2020). Além disso, os metais são biomagnificados na cadeia 

alimentar, persistindo no ambiente e permitindo que seus efeitos se deem de forma contínua ou 

a longo prazo, mesmo após cessadas as emissões. 

1.2 Toxicidade por metais 

O mecanismo de toxicidade por metais geralmente ocorre por inativação de enzimas, 

uma vez que alguns metais podem competir ou interagir com elementos celulares essenciais e 

substituí-los no metabolismo enzimático. Os metais pesados também podem levar ao 

desequilíbrio na homeostase redox da célula a favor da superprodução de radicais livres, 
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levando a uma condição de estresse oxidativo que está associada a danos celulares (Paithankar 

et al., 2020) (Fig.4). 

A indução do estresse oxidativo na presença dos metais resulta em várias alterações 

moleculares e ultraestruturais em vários órgãos importantes, sendo o fígado um dos mais 

afetados. Os radicais livres quando em excesso apresentam efeitos prejudiciais, como a 

peroxidação dos lipídios de membrana e degradação de proteínas, carboidratos e ácidos 

nucleicos, que levam a diferentes lesões, como danos hepáticos, lesões renais, distúrbios 

relacionados ao sistema cardiovascular e doenças relacionadas à inflamação (Renu et al., 2021). 

Seus efeitos nocivos podem ser neutralizados ou inibidos por enzimas do sistema antioxidante, 

como Glutationa peroxidase (GSH), Catalase (CAT) e Superóxido dismutase (SOD) e de 

fatores não enzimáticos como proteínas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), controlando 

assim os riscos, porém, os efeitos tóxicos induzidos por metais pesados podem, às vezes, 

interromper esse mecanismo de defesa (Barreiros et al., 2006). 

O processo detoxificação ocorre em duas etapas, a primeira através da enzima SOD, 

que realiza a conversão de ânion superóxido para peróxido de hidrogênio (H2O2), e, logo após, 

a enzima CAT, realiza a conversão de H2O2 em água e oxigênio. O peróxido de hidrogênio não 

expressa grande reatividade na ausência de metais, entretanto, quando estes estão presentes 

(geralmente Cu e o Fe), é metabolizado pela reação redox em radicais hidroxila (OH-), as quais 

podem reagir com diversos componentes das células e causar danos severos (Barreiros et al., 

2006). 

Os radicais livres produzidos pelos metais alteram o equilíbrio redox no reticulo 

endoplasmático rugoso, causando comprometimento do enovelamento proteico, induzindo a 

ativação de proteínas chaperonas e interrompendo processo de tradução (Renu et al., 2021). A 

membrana celular também pode ser atacada pelos radicais livres gerados pelos metais, levando 

à instabilidade da membrana celular, bem como à sua desintegração devido à peroxidação 

lipídica, causando à perda da capacidade da membrana plasmática de atuar como uma barreira 

permeável, além de poder gerar uma descarga de conteúdo citoplasmático que leva a morte 

celular e a indução de respostas inflamatórias (Renu et al., 2021). 

Além disso, as espécies reativas de oxigeno (EROs) também podem causar a inibição 

de genes anti-apoptóticos como BcL-2 e aumento de genes pró-apoptóticos como Bak e Bax 

que levam a ativação das caspases e consequentemente a apoptose, também causam alterações 

em fatores de transcrição como Nrf2 responsável pelo aumento das defesas antioxidantes e NF-

κB que causa a produção de citocinas que geram respostas inflamatórias (Renu et al., 2021). 
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Figura 4. Toxicidade de metais pesados e vias de sinalização (Adaptado de Paithankar et al., 2020).  

1.3 Biomarcadores da contaminação ambiental 

Estudos de toxicologia ambiental frequentemente utilizam biomarcadores para avaliar 

a resposta biológica de organismos a exposição a metais pesados e outros xenobióticos. Os 

biomarcadores são medidas quantitativas de alterações moleculares, em vias metabólicas e 

componentes celulares, que podem sinalizar os efeitos da exposição dos organismos à 

compostos tóxicos, podendo apontar impactos ambientais antes que estes atinjam níveis 

biológicos mais elevados, como populações e ecossistemas (Van der Oost et al., 2003). Os 

biomarcadores podem ser divididos em três categorias: a) biomarcadores de exposição, que 

permitem a detecção de uma substância exógena ou o produto da interação do agente 

xenobiótico dentro do organismo; b) biomarcadores de efeito, que são as alterações fisiológicas 

nos tecidos ou fluidos corporais que estão associadas ao estado de saúde de um organismo, suas 

possíveis deficiências ou doenças; c) biomarcadores de suscetibilidade, que refletem a 

capacidade de um organismo em responder à exposição a uma substância específica, incluindo 

fatores genéticos e alterações em receptores celulares que alteram a susceptibilidade e a 

capacidade de resposta do organismo (Nordberg, 2010). 

A associação de vários tipos de biomarcadores é indicada para uma eficaz avaliação da 

degradação ambiental, visto que o estresse por determinados contaminantes desencadeia uma 
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cascata de respostas que envolve diferentes vias metabólicas (Mc Carthy et al, 1991; Triebskorn 

et al, 2001; Galloway et al, 2004). Os biomarcadores moleculares, bioquímicos e celulares são 

sensíveis aos poluentes ambientais e fornecem respostas precoces sobre os efeitos adversos que 

poderão afetar a longo prazo as populações, as comunidades e todo o ecossistema (Triebskorn 

et al., 2003). Entre os biomarcadores de exposição, uma das respostas de biomarcadores mais 

investigadas em zebrafish expostos a sedimentos está relacionada ao metabolismo de 

xenobióticos determinado pela expressão de genes que codificam proteínas ou enzimas bem 

estabelecidas na detoxificação de compostos exógenos (Saiki et al., 2021). 

Assim, para a determinação de toxidade por metais pesados são avaliadas a expressão 

de metalotioneínas (MT) devido à sua especificidade e capacidade de se ligar a íons metálicos 

(Rajeshkumar et al., 2013). As MTs são proteínas citosólicas, de baixo peso molecular (6 – 7 

kDa), ricas em cisteína que se ligam aos íons metálicos evitando seus efeitos tóxicos na célula 

(Aoki et al., 1991). A indução da expressão de MT ocorre quando o animal é exposto aos metais, 

prevenindo sua ação tóxica e aumentando a tolerância dos organismos, sendo o primeiro sistema 

de defesa da célula. No entanto, quando a quantidade de estresse por metal excede a capacidade 

de ligação da MT, o metal causará danos celulares (Castaldo et al., 2020; Bian e Gao et al., 

2021). 

Outro biomarcador de exposição ao metal frequentemente usado é a ativação de 

colinesterases (ChEs), como a acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE), as 

quais apresentam diferenças na seletividade de substrato (Santana et al., 2021). A AChE 

hidrolisa a acetilcolina nas terminações nervosas, evitando disparos nervosos contínuos, o que 

é vital para o funcionamento normal dos sistemas sensoriais e neuromusculares, e é um dos 

mais utilizados biomarcadores de neurotoxicidade (Payne et al., 1996) (Fig.5). A BChE é uma 

enzima menos seletiva, tendo uma especificidade de substrato mais ampla, hidrolisando o 

substrato butirilcolina e acetilcolina em uma taxa comparativamente menor (Santana et al., 

2021).  

 

Figura 5. Degradação de acetilcolina (ACh) pela ação da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Adaptado 

de Aboughazala et al., 2020).  



22 
 

Os biomarcadores de efeito não são específicos de um contaminante e atuam em sítios 

ativos que podem ser alterados por um variado número de estressores, os quais podem se 

relacionar a diversos efeitos fisiológicos, tais como taxa de crescimento, processos reprodutivos 

de um organismo e outros (Mc Carthy et al, 1991, Nordberg, 2010). Dentre os principais 

marcadores deste tipo temos os relacionados ao estresse oxidativo. Sedimentos ligados a 

poluentes podem induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) causando danos 

oxidativos em proteínas, lipídios e DNA, levando à morte celular (Lushchak, 2011). Para 

prevenir os danos celulares, os mecanismos de defesa são geralmente ativados, como as 

proteínas de choque térmico (HSP) e o sistema antioxidante, incluindo superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Lushchak, 2011). Entre os mecanismos 

citados, as HSPs são marcadores sensíveis de exposição ao estresse em estudos toxicológicos, 

incluindo toxicologia reprodutiva e de desenvolvimento de vertebrados (Krone et al., 2003; 

Kosmehl et al., 2012). Entre as diferentes famílias de HSPs, a HSP70 é uma proteína 

constitutiva, altamente conservada, onipresente e um dos primeiros a ser induzido em resposta 

a diversos fatores estressantes gerados pelo ambiente sobre os organismos (Somasundaram et 

al., 2018). A HSP70 atua como uma chaperona molecular que promove o desdobramento de 

proteínas que se organizam de maneira incorreta, sua síntese é aumentada em situações de 

estresse, elevando a capacidade da célula de lidar com altas concentrações de proteínas 

malformadas, protegendo as células dos efeitos deletérios de uma série de estresses 

proteotóxicos (Sreedhar e Csermely, 2004). Os metais pesados se acumulam nas células vivas 

e podem interagir com o grupo tiol das proteínas, induzindo a formação de proteínas anormais, 

as quais sinalizam para a indução de genes hsp70 (Somasundaram et al., 2018). A HSP70 

também pode regular a via apoptótica inibindo diretamente a caspase-3 (CASP-3), porém em 

condições de estresse pode ocorrer expressão de HSP70 e aumento da apoptose (Iamsaard et 

al., 2020). 

A morte celular programada ou apoptose é um processo fisiológico regulado 

geneticamente que ocorre nos tecidos visando a manter um número apropriado de células, 

importante para a homeostase de organismos multicelulares. Apesar de ser um processo 

fisiológico, a morte celular programada também pode ser induzida por estressores ambientais, 

sendo o estresse oxidativo, induzido por fatores ambientais tóxicos, o principal elemento 

regulador no desencadeamento de vias apoptótica (Hengartner, 2000; Cole e Ross 2001). A 

apoptose é um processo muito conservado durante a evolução e requer uma maquinaria 

especializada envolvendo uma família de proteases denominadas de caspases (Kerr et al., 
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1972). As caspases ativam endonucleases dependentes de íons Ca2+/Mg2+, que clivam proteínas 

e fragmentam o DNA (Huettenbrenner et al., 2003). A caspase-3 é uma enzima efetora chave 

na cascata apoptótica, é amplamente distribuída por toda a célula, está envolvida nos estágios 

finais da apoptose e desempenha um papel na clivagem de inúmeras proteínas alvo, resultando 

nas alterações morfológicas que são características da apoptose (Yamashita et al., 2008). 

Existem duas vias para a ativação da caspase-3: a) via de sinalização intrínseca onde o 

estresse celular causa a liberação do citocromo c mitocondrial que leva a ativação da  caspase-

9, e b) via de sinalização extrínseca em que é iniciada por sinais externos a célula, esses sinais 

ativam o promotor de caspase-8 através da estimulação do receptor do fator de necrose tumoral 

(Fas) ou receptores de ligantes indutores de apoptose relacionados ao fator de necrose tumoral 

(TNF) (Hengartner, 2000) (Fig.6). 

 

Figura 6. Vias apoptóticas (Adaptado de Hengartner, 2000) 

O desenvolvimento dos tecidos depende de um intrincado equilíbrio entre proliferação 

celular e apoptose, regulando o número de células e a homeostase em embriões e larvas (Fuchs 

e Steller, 2011). Em contraste com a caspase-3, a expressão do antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA) é uma ferramenta útil para identificar a proliferação celular e o reparo do DNA 

durante a embriogênese, sendo um importante marcador de células em divisão celular (Loppion 

et al., 2008; Melo et al., 2015). O PCNA é expresso em todas as células durante o 

desenvolvimento inicial (Naryzhny e Lee, 2007) e interage com proteínas envolvidas na 
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progressão do ciclo celular, desempenhando um importante papel na replicação do DNA e no 

reparo por excisão, sendo constitutivamente expresso em células em crescimento ativo, 

podendo ser um importante sinalizador de alterações no desenvolvimento embrionário causada 

por poluentes ambientais (Kelman et al., 1997; Santos et al., 2022). 

1.4. Zebrafish como modelo de estudo 

O zebrafish (Danio rerio) (Fig.7) é um teleósteo de água doce originário da Ásia. Essa 

espécie possui muitas vantagens como organismo modelo tamanho pequeno, fácil manuseio em 

laboratório, maturidade sexual rápida, dimorfismo sexual marcante e ciclo reprodutivo curto. 

A espécie também possui outras vantagens como fertilização externa com ovos translúcidos, 

que permitem a avaliação do desenvolvimento dos embriões e alterações morfológicas, além 

do genoma totalmente sequenciado e disponibilizado (Segner, 2009). A sensibilidade a 

diferentes poluentes tais como metais pesados, desreguladores endócrinos e poluentes 

orgânicos faz com que o zebrafish seja um organismo modelo ideal para monitoramento 

ambiental (Dai et al., 2013). 

 

     Figura 7. Exemplar de Danio rerio. 

Devido à importância do sedimento para o ecossistema aquático, diversos estudos 

utilizam o ensaio de contato de sedimentos para identificar contaminações ambientais (Hollert 

et al.,2003). Esse teste permite a avaliação integrada a partir de abordagens químicas e 

ecotoxicológicas utilizando embriões de peixe, especialmente zebrafish (Viganò et al., 2020, 

Massei et al., 2019, Thellmann et al., 2014, Rocha et al., 2011, Hallare et al., 2005). 

1.5 Desenvolvimento embrionário do Danio rerio 

A embriogênese nos peixes compreende eventos morfogenéticos sensíveis e ordenados 

que ocorrem desde a fertilização do ovo até a eclosão da larva. Durante esse período o embrião 

passa por sete estágios, consistindo no zigoto, clivagem, blástula, gástrula, segmentação, 

faríngula e período de incubação (Kimmel et al., 1995) (Fig.8). O zigoto se desenvolve em um 

embrião completo por meio de uma rápida proliferação de células, durante a qual as células 

totipotentes se tornam pluripotentes pelo processo de diferenciação celular. Em zebrafish, esses 

eventos ocorrem em aproximadamente 96 h a temperatura de 28°C. As clivagens iniciam-se 40 
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min após a fertilização no polo animal, seguida pela fase de blástula onde ocorre a formação de 

espaços irregulares entre as células, constituindo o blastoderma. Durante a gastrulação ocorre a 

formação dos folhetos embrionários e ao final da epibolia, desenvolvem-se os somitos. Ao 

completar 48 h o embrião completa a morfogênese primaria dos órgãos e a partir de 72 h ocorre 

a eclosão (Kimmel et al., 1995). 

 

Figura 8. Fases do desenvolvimento embrionário, a 28 °C (Adaptado de Kimmel et al., 1995). 

O desenvolvimento inicial dos peixes é particularmente o período mais susceptível a 

contaminação por metais pesados, pois eles são prontamente absorvidos pelos ovos e larvas, 

podendo prejudicar a organogênese, o crescimento, o metabolismo, a absorção do vitelo e a 

homeostase de íons (Finn, 2006). Imediatamente após a fertilização, ocorre a formação do 

espaço perivitelino pela absorção de água, permitindo a entrada de íons metálicos que causam 

mudanças na estrutura e na permeabilidade do córion, reduzindo a hidratação do ovo e afetando 

todo o desenvolvimento embrionário. Os ovos que não hidratam o suficiente são muito 

pequenos e não permitem a mudança de posição do embrião (Jezierska et al., 2009). Os metais 

também causam anomalias durante a clivagem, causando divisões celulares irregulares, má 

distribuição dos blastômeros e deformação da blástula, além de atrasos na organogênese e 

gastrulação. Tais alterações podem resultar em malformações cardiovasculares, esqueléticas e 

cranianas, reduzindo a sobrevivência dos embriões. A eclosão também pode ser alterada por 

metais pesados, podendo ser atrasada por cadmio ou acelerada por cobre e chumbo (Jezierska 

et al., 2009). Além disso, essa exposição pode causar danos ao DNA, distúrbios no 

desenvolvimento, mortalidade embrionária e mutações hereditárias que podem influenciar 

diretamente a estrutura e tamanho das populações (Strmac et al., 2002).  
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2. JUSTIFICATIVA 

Apesar de decorridos sete anos do desastre, os danos ocasionados pelo rompimento da 

barragem do Fundão ainda não foram completamente investigados, principalmente levando-se 

em consideração seus desdobramentos a longo prazo. Alguns estudos recentes em diferentes 

espécies de peixes demonstraram bioacumulação por metais e efeitos citotóxicos, genotóxicos 

e mutagênicos causados pela contaminação do rio Doce em peixes adultos (Gomes et al., 2018, 

Ferreira et al., 2020, Passos et al., 2020, Weber et al., 2020, Vergilio et al., 2021), porém 

nenhum estudo analisou os efeitos da contaminação no desenvolvimento embrionário dos 

peixes. A utilização de embriões de peixes em estudos de toxicologia ambiental é fundamental, 

pois estes indivíduos são mais sensíveis aos efeitos de contaminantes, se comparados a jovens 

e adultos, podendo sofrer alterações que podem levar a mortalidade, influenciando diretamente 

a estrutura e tamanho de suas populações (Strmac et al., 2002). Além disso, ensaios de 

toxicidade com embriões de zebrafish são recomendados para o monitoramento de efluentes e 

sedimentos, em substituição ao ensaio de toxicidade aguda com peixes adultos, reduzindo o 

tempo e os custos das avaliações ecotoxicológicas (Lammer, 2006). 

Os biomarcadores são amplamente usados para comprovar a contaminação ambiental, 

podendo servir como base para a extrapolação de efeitos biológicos nas espécies em seus 

diferentes níveis de organização (Triebskorn et al., 2003). As respostas de múltiplos 

biomarcadores é uma forma de avaliar o impacto ambiental de misturas, como as encontradas 

no sedimento contaminado, e de analisar os efeitos interativos, como sinergismo, antagonismo 

e efeitos aditivos entre os contaminantes (Ribeiro et al., 2020). 

A exposição direta de um organismo teste a uma amostra ambiental que se assemelha 

as condições naturais, possui grande relevância ecológica (Hafeli et al., 2011). Tendo em vista 

que a maioria dos estudos experimentais com metais pesados abordam apenas um metal 

específico e desconsideram a complexidade das misturas ambientais, o presente estudo busca 

responder a seguinte pergunta: a exposição a sedimentos do rio Doce contaminados a jusante 

do rompimento da barragem de Fundão são responsáveis por efeitos deletérios durante o 

desenvolvimento inicial do zebrafish? 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da exposição aguda a sedimentos da bacia do Rio Doce contaminados 

por rejeitos minerários no desenvolvimento inicial de Danio rerio.  

3.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a concentração de metais pesados em amostras de sedimento de 4 pontos da 

bacia do rio Doce: 1) Rio Piranga, município de Ponte Nova, 2) Rio Doce, município de Rio 

Doce, 3) Rio Doce, município de Sem Peixe e 4) Rio Doce, município de São Jose do Goiabal; 

- Detectar as principais alterações morfológicas e nas taxas de mortalidade e eclosão 

dos embriões após a exposição ao sedimento contaminado; 

- Analisar a expressão proteica de MT, HSP70, PCNA, AChE e CASP-3 nas larvas 

recém eclodidas após a exposição ao sedimento contaminado;  

- Imunolocalizar MT, HSP70 e PCNA nas larvas recém-eclodidas após a exposição ao 

sedimento contaminado;  

- Comparar estatisticamente os resultados obtidos nos embriões expostos aos 

sedimentos contaminados com o grupo controle. 
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4. METODOLOGIA 

O estudo foi desenvolvido atendendo a CHAMADA FAPEMIG 10/2018 que trata da 

‘Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação para Monitoramento da Biodiversidade de Ambientes 

Aquáticos de Minas Gerais em Áreas Impactadas pelo Rompimento da Barragem de Fundão - 

Mariana – MG’, com financiamento FAPEMIG/FUNDAÇÃO RENOVA, estando incluído na 

Linha temática V- Ecotoxicidade. O projeto foi submetido e aprovado pelo comitê de ética e 

uso de animais (CEUA) da UFMG, protocolo 69/2021, com Licenças para coleta de material 

do IEF e do SISBIO-IBAMA (no 77634)  

4.1 Amostragem e processamento do sedimento 

Para a realização do experimento, em setembro de 2021, amostras do sedimento foram 

coletadas, em triplicata, na superfície da região marginal do rio em três trechos hidrográficos 

ao longo do rio Doce, localizados a jusante da barragem de Fundão e que receberam a 

contaminação por rejeitos da mineração, e um ponto de referência que não recebeu a lama com 

os rejeitos da mineração no rio Piranga (Tabela 1) (Fig. 9) 

As amostras de sedimento foram armazenadas em potes de vidro âmbar a 4°C e 

transportadas para o laboratório, onde foram liofilizadas em um liofilizador K105 por 48 h sob 

vácuo de 100 mmHg, peneiradas para a separação da fração mais fina, em uma peneira de malha 

de 500 mm e foram armazenadas refrigeradas a 4°C no escuro. As amostras foram então 

submetidas à quantificação de 10 metais por Espectrometria de Absorção Atômica pelo 

equipamento Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES), 

seguindo o método 3120 B descrito por Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (SMWW) (Rice et al., 2012). Os valores obtidos em cada ponto de amostragem 

foram comparados com os parâmetros de referência de sedimento Classe 1, definidos na 

resolução N° 454/2012 do CONAMA (Conama, 2005). 
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Tabela 1. Trechos de amostragem ao longo da bacia do Rio Doce em Minas Gerais. 

Trecho amostral Município Coordenadas Distância da barragem 

P1 (referência) - Rio Piranga Ponte Nova 20°19'54"S 42°53'53"W - 

P2- Rio Doce recém-formado Rio Doce 20°16'18.7"S 42°55'12.9"W 50 km  

P3- Rio Doce Sem peixe 20°03'05"S 42°45'55"W 75 km 

P4- Rio Doce São Jose do Goiabal 19°58'22.7"S 42°38'35.8"W 90 km  

 

Mapa: pontos de amostragem no Rio Doce 

Figura 9. Mapa mostrando a localização da barragem do Fundão e dos quatro pontos de amostragem na 

bacia do Rio Doce em Minas Gerais. P1: Rio Piranga, município Ponte Nova P2: Rio Doce recém-

formado, município Rio Doce, P3: Rio Doce, município Sem Peixe e P4: Rio Doce, município São José 

do Goiabal.  
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4.2 Ensaio de contato  

Para analisar os efeitos da exposição aguda ao sedimento, foi realizado o teste de 

toxicidade em embriões de peixe, baseado no protocolo 236 da OECD “Fish Embryo Toxicity” 

(FET) (OECD, 2013), e nos ensaios de contato descrito por Hollert et al. (2003) e Hallare et al. 

(2005). As amostras de sedimento foram transferidas para 6 placas de 24 poços por grupo, sendo 

20 poços preenchidos com 0,5g de sedimento e 2 ml de água e 4 poços apenas com água, sem 

sedimento, para o controle interno de placa. Nas placas do grupo controle, os poços foram 

preenchidos com 0,5 g de sílica e 2 ml de água (Fig.10). As placas ficaram em repouso por 24h 

para decantação do sedimento. A água disponibilizada pela Companhia de Saneamento de 

Minas Gerais (Copasa) sem cloro foi utilizada nos ensaios. Tanto a sílica, como a água usada 

nos ensaios foram também submetidos à análise de metal. 

 
Figura 10. Design experimental. C: controle interno de placa, SC: sílica controle. Pontos de 

amostragem do sedimento: P1: Rio Piranga, município Ponte Nova P2: Rio Doce recém-formado, 

município Rio Doce, P3: Rio Doce, município Sem Peixe e P4: Rio Doce, município São José do 

Goiabal.  

Para reprodução e obtenção dos ovos, foram utilizados exemplares sexualmente 

maduros de Danio rerio. As matrizes foram mantidas em aquários de 25 L (20 L de volume 

útil) na densidade de 1 peixe para cada 2 L de água, a 28°C com a utilização de termostatos e o 

fotoperíodo foi controlado a 12 h Luz:12 h Escuro. Os peixes foram alimentados com dieta 

comercial com 40% de proteína bruta, manuseados conforme o Guia para Experimentação 

Animal estabelecido pelo Colégio Brasileiro para Experimentação Animal (COBEA) e o 

projeto foi aprovado pelo CEUA - UFMG 115/2020. 

Para estimular a reprodução dos peixes, na noite anterior foi colocado no aquário uma 

caixa de reprodução, o qual possui um fundo falso com fendas por onde os ovos fertilizados 

passam e depositam-se no fundo da caixa. Os ovos viáveis foram identificados pela sua 

transparência, selecionados na fase de blástula (cerca de 3 h pós-fertilização com 30% de 

epibolia) e colocados individualmente em cada poço das placas de cultura (Fig.11). Os 
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embriões foram expostos ao sedimento durante 96 h em estufa a 28 °C. A cada 24 h, foi avaliada 

a taxa de mortalidade (definida por: coagulação de ovos, ausência de formação de somitos, 

ausência de destacamento da cauda e ausência de batimentos cardíacos) e a taxa de eclosão, 

seguindo as instruções da OECD (2013).  

 

Figura 11. Design experimental de acordo com ‘Fish Embryo Toxicity’ (Adaptado de OECD 2013). 

Ao completar 24 h após fertilização (hpf) foi medida a taxa de movimentos espontâneos 

por minuto para determinar a neurotoxicidade e com 96 hpf foi medida a frequência cardíaca 

por contagem dos batimentos cardíacos durante 1 minuto em 20 embriões por tratamento em 

um microscópio de luz para determinar a cardiotoxicidade. 

Ao final das 96 h de exposição, os embriões foram anestesiados por resfriamento rápido 

em gelo e em seguida fixados em solução de formol neutro a 4%. Os animais foram fotografados 

e medidos utilizando o sistema de análise de imagem Zeiss Axiovision E64 acoplado a um 

microscópio de luz. Os parâmetros morfométricos foram divididos em três categorias de acordo 

com Ribeiro et al (2020): 1. Sensorial (área ocular; distâncias máxima e mínima entre os olhos); 

2. Fisiológicos (área da bexiga natatória, área do saco vitelino e área do pericárdio); 3. Estrutura 

esquelética (comprimento total, altura, largura e profundidade da cabeça). Os animais foram 

também analisados quanto a sua morfologia externa utilizando um estereomicroscópio.  

Para análises moleculares, 5 pools contendo 10 animais por tratamento foram 

homogeneizados utilizando homogeneizador PotterS (Braun, Melsungen, Alemanha) em 

tampão de lise com inibidores de protease, a solução obtida foi centrifugada a 10.000 rpm 
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durante 10 min a 4°C, a dosagem proteica foi realizada no sobrenadante seguindo o método de 

Bradford (1976) e as amostras foram aliquotadas e armazenadas a - 80°C. 

4.3 Histologia 

Para análises histológicas e imunohistoquímicas, 20 embriões por tratamento foram 

fixados em líquido de Bouin durante 12 h, embebidos em parafina e seccionados com 5 μm de 

espessura. Os embriões foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para examinar o estágio 

de desenvolvimento, alterações histológicas da organogênese e malformações. Para isso, foram 

obtidas imagens digitais representativas de 5 embriões/tratamento utilizando-se sistema de 

análise de imagens Zeiss Axiovision E64 acoplado a um microscópio de luz, com ampliação de 

25X. 

4.4 Imunohistoquímica 

Os embriões fixados (N = 5/por tratamentos) foram submetidos à imunohistoquímica 

para avaliação dos biomarcadores MT, PCNA e HSP70. Para bloqueio da peroxidase endógena, 

as secções foram incubadas com H2O2 3% em tampão fosfato salina (PBS) por 30 min a 

temperatura ambiente. Os cortes foram submetidos à reativação antigênica com tampão citrato 

10mM pH 6 por 25 min a 90°C. O bloqueio de ligações inespecíficas foi feito com albumina 

sérica bovina (BSA) a 2% em tampão PBS por 30 min à temperatura ambiente. Em seguida, os 

cortes foram incubados com o anticorpo primário (Tabela 2) em câmara úmida a 4°C overnight. 

Posteriormente, os cortes foram incubados em solução de polímero Dako EnVision+dual link 

System HRP (DakoCytomation Carpinteria USA) contendo anticorpo secundário marcado com 

peroxidase (HRP) por 30 min. A reação da peroxidase foi revelada com diaminobenzidina 

(DAB, Sigma-Aldrich, USA) e contra-corada com hematoxilina. Para controle negativo, o 

anticorpo primário foi omitido da reação imunohistoquímica em uma das lâminas em cada 

reação imunohistoquimica. A imunolocalização foi feita a partir de imagens digitais utilizando 

sistema de análise de imagens Zeiss Axiovision E64 acoplado a um microscópio de luz, com 

ampliação de 400X. 

4.5 Western blotting 

A quantificação das proteínas MT, PCNA e HSP70 foram determinadas por Western 

blotting em 5 amostras congeladas a -80ºC por grupo. A quantidade de proteínas correspondente 

a concentração de 100μg de cada amostra congelada foi misturada ao tampão de amostra e 

adicionado ao gel de eletroforese 15%, sendo posteriormente transferido para membrana de 

nitrocelulose. Após a transferência, as reações inespecíficas foram bloqueadas e a membrana 
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incubada overnight com um dos anticorpos primários (Tabela 2). Em seguida, a membrana foi 

lavada com PBS e incubada com anticorpos secundários específicos conjugados com 

peroxidase (IgG, 1:1500) por 2 horas e a reação revelada pelo diaminobenzidina (DAB, Sigma-

Aldrich). As membranas foram posteriormente analisadas e quantificadas por comparações 

diretas de bandas por densitometria com o auxílio do software ImageJ, utilizando actina como 

proteína constitutiva.  

Tabela 2.  Anticorpos primários e suas respectivas diluições 

Anticorpo Natureza Marca Diluição 

HSP70 Monoclonal, camundongo Sigma 1:300 

PCNA Monoclonal, camundongo  Sigma 1:150 

MT Policlonal, coelho Biosense 1:100 

β – ACTINA Monoclonal, camundongo  Sigma 1:100 

(HSP70) proteína do choque térmico 70, (PCNA) antígeno nuclear de proliferação celular, (MT) 

metalotioneina, β – ACTINA: beta actina.  

 

4.6 Análise enzimática da Caspase – 3 

Para detecção da apoptose, a atividade enzimática da caspase-3 foi avaliada utilizando 

Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit (Biovision, USA). O conteúdo de 5 pools contendo 

10 animais congelados a - 80°C de cada grupo foram incubados com o substrato para caspase-

3 (DEVD-pNA) por 2 h a 37 °C. A absorbância de cada amostra foi registrada a 405 nm e o 

nível da atividade da caspase-3 foi diretamente proporcional à cor da reação. 

4.7 Análise enzimática da colinesterase 

A atividade enzimática da colinesterase (ChE) foi avaliada por meio do método de 

Ellman et al. (1961), modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). Para isso, 5 

amostras congeladas a - 80°C de cada grupo foram incubadas com 0,05mM de ácido 5,5′-

Ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) e 1,5mM de Acetiltiocolina (ACT). A reação foi mensurada 

a partir da produção da tiocolina quando a acetiltiocolina é hidrolisada gerando uma cor 

amarelada, o qual foi medida sua absorbância a 405 nm a cada 30s durante 5 min. 

4.8 Análises estatísticas 

Os softwares BioEstat e GraphPad Prisma 5.0 foram usados nas análises estatísticas. Os 

dados foram submetidos ao teste de normalidade Lilliefors para verificação da normalidade. Os 
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resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn para comparação 

entre os grupos. Os valores foram expressos como média ± erro padrão e a diferença entre as 

médias foi considerada significativa com p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Análise de metais no sedimento do Rio Doce 

As concentrações de metais encontradas no sedimento coletado nos 4 pontos de 

amostragem, estão apresentadas na tabela 3. A análise comparativa mostrou que o sedimento 

coletado no ponto 1 apresentou concentrações de As e Fe significativamente superior ao ponto 

2 (p < 0,05). O sedimento do ponto 2 apresentou concentrações de Al e Hg significativamente 

superior ao ponto 4 e Pb significativamente superior ao ponto 3 (p < 0,05). No sedimento do 

ponto 3, Mn foi maior significativamente que no ponto 2 (p < 0,05), enquanto Cu, Cr e Ni foram 

encontrados em concentrações significativamente superior ao ponto 4 (p < 0,05). O Cd não 

apresentou diferença significativa entre os grupos (Tabela 3). Na água utilizada no experimento 

nenhum metal apresentou concentrações que atingissem os limites de quantificação, já na sílica, 

usada como sedimento inerte (controle), apenas Al (14,65 ± 3,75 mg/kg), Cd (0,105 ± 0,005 

mg/kg) e Fe (143,5 ± 29,5 mg/kg) alcançaram os limites de quantificação, porém, os valores 

foram muito abaixo do encontrado no ambiente.  

Comparados com os limites estabelecidos pela resolução N°454/2012 do CONAMA 

alguns metais foram encontrados em níveis de contaminação acima do recomendado, sendo 

eles: As nos pontos 1, 3 e 4, Cu no ponto 3, Cr nos pontos 1, 2, 3 e 4, Hg no ponto 2 e Ni nos 

pontos 1, 2 e 3 (Tabela 3). Cd e Pb estavam dentro dos limites recomendados pelo CONAMA. 

Al, Fe e Mn não possuem limites determinados pela resolução do CONAMA. Esses níveis 

aumentados enfatizam a possibilidade do sedimento induzir efeitos adversos nos organismos, 

pois além do contato direto com os elementos depositados, o sedimento de fundo pode ser 

eventualmente remobilizado para a coluna d'água, ficando disponível para incorporação de 

metais na cadeia trófica.  

Tabela 3. Metais e semimetais encontrados no sedimento de quatro pontos de amostragem na 

bacia do Rio Doce em setembro de 2021  

 LQ P1 P2 P3 P4 CONAMA 

Alumínio mg/kg 2 17090 ± 934ab 28930 ± 1059a 20850 ± 685ab 12480 ± 487b ND 

Arsênio mg/kg 0,1 53,5 ± 1,6a* 2,2 ± 0,14b 12,8 ± 0,29ab* 14,6 ± 0,23ab* 5,9 

Cádmio mg/kg 0,1 0,12 ± 0,011a 0,1 ± 0,003a 0,14 ± 0,041a 0,1 ± 0,006a 0,6 

Chumbo mg/kg 1 9,54 ± 0,54ab 14,8 ± 0,08a 5,65 ± 0,49b 6,95 ± 0,09ab 35 
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Valores expressos em média ± erro padrão. (P1) ponto referência, Rio Piranga, município de Ponte 

Nova, (P2) Rio Doce, município de Rio Doce), (P3) Rio Doce, município de Sem Peixe e (P4) Rio Doce, 

município de São Jose do Goiabal. Em cada linha, letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os tratamentos (p < 0,05). Asteriscos indicam valores acima dos limites estabelecidos pela 

resolução CONAMA Nº 454/2012 para sedimento nível 1. LQ: limite de quantificação, ND: não 

descrito. 

5.2 Análises biométricas e morfológicas 

Ao final das 96 h de exposição, a taxa de mortalidade do grupo controle não ultrapassou 

10% (5,9 ± 0,9%), o que é considerado normal em testes de toxicidade. Os grupos expostos ao 

sedimento coletado na bacia do rio Doce apresentaram mortalidade superior a 10%, sendo o 

grupo P1 (21,82 ± 2,8%), P2 (35 ± 4,9%) e P3 (26,36 ± 3%) significativamente maiores que o 

controle (p < 0,0001). O grupo P4 (9,5 ± 1,2%) não apresentou diferença significativa 

comparado ao controle (Fig.12A). 

A taxa de eclosão foi significativamente menor nos animais expostos ao sedimento dos 

pontos 1 (77,08 ± 3,16%), 2 (63,7 ± 4,28%) e 3 (70,4 ± 6,01%) (p < 0,001) quando comparados 

ao controle (93,7 ± 0,95%). A maioria dos embriões eclodiu entre 48 e 72 hpf, porém os animais 

do grupo P4 tiveram alta taxa de eclosão antes das 48 hpf (41,6 ± 5,71%), sendo 

significativamente maior quando comparada aos outros grupos (p < 0,05), posteriormente essa 

taxa se estabilizou (87,9 ± 1,79%) e a eclosão total foi semelhante ao grupo controle (Fig. 12B).  

As malformações nas larvas foram significativamente maiores no grupo P2 (p < 

0,0001), no qual 15% apresentavam alguma alteração (Fig.12C). No grupo controle, a maioria 

das larvas (99,17%) tinha morfologia normal, sem malformações visíveis macroscopicamente 

(Fig. 13A). Nos grupos expostos ao sedimento, as malformações da coluna foram as mais 

comuns, correspondendo a 33,09% dos casos, incluindo cifose, lordose e escoliose (Fig. 13B-

D). Também foram encontradas alterações como edema no pericárdio (24,57%), edema no saco 

Cobre mg/kg 0,7 26,27 ± 0,23ab 33 ± 0,49ab 45,2 ± 0,20a* 18 ± 0,92b 35,7 

Cromo mg/kg 1 56,83 ± 1,3ab* 89 ± 2,4ab* 98,8 ± 0,7a* 40 ± 2,5b* 37,3 

Ferro mg/kg 10 64390 ± 3712a 43560 ± 3712b 55380 ± 3712ab 45420 ± 3712ab ND 

Manganês mg/kg 2 726 ± 4,7ab 620 ± 12,5a 1270 ± 5,2b 719 ± 30,4ab ND 

Mercúrio mg/kg 0,05 0,14 ± 0,005ab 0,17 ± 0,11a* 0,11 ± 0,023ab 0,05 ± 0,01b 0,17 

Níquel mg/kg 10 20,37 ± 0,4ab* 31,7 ± 1,0ab* 54 ± 0,36a* 13 ± 0,92b 18 
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vitelino (17,79%), malformação da cabeça (15,25%), malformação dos olhos (6,77%), ausência 

da cauda (1,69%) e malformação dos somitos (0,84%) (Fig.13 E-M). 

 

Figura 12. (A) Taxa de mortalidade, (B) Taxa de eclosão e (C) Taxa de malformações em embriões de 

Danio rerio expostos ao ensaio agudo de contato com sedimento da bacia do Rio Doce. P1: Rio Piranga, 

município de Ponte Nova, ponto referência, P2: Rio Doce, município de Rio Doce, P3: Rio Doce, 

município de Sem Peixe e P4: Rio Doce, município de São Jose do Goiabal. Valores expressos em 

média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p < 0,05).   
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Figura 13. Larvas recém eclodidas de Danio rerio sem alterações, encontradas principalmente no grupo 

controle (A) e malformações encontradas nos grupos expostos ao sedimento contaminado do Rio Doce 

(B-M): escoliose (E), cifose (C), dobra do corpo (D), lordose (L), bexiga natatória não inflada (B), 

ausência do olho (AO), malformação do crânio (MCR), malformações do olho (MO), edema cardíaco 

(EC), edema no saco vitelino (EV), protuberância maxilar (PM), ausência de cauda (AC), malformação 

da cauda (MC), protuberância do corpo (P).   

 

Os valores das medidas morfométricas são apresentados na tabela 4. Ao analisar o 

resultado da morfometria foi visto que os parâmetros estruturais como comprimento foi 
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significativamente menor no ponto 2 comparado ao controle, pontos 1, 3 e 4 (p < 0,0001), 

enquanto a profundidade da cabeça e a altura da cabeça foi menor significativamente nos pontos 

2 e 3 comparados com o controle (p < 0,05). Nas medições dos parâmetros sensoriais a área dos 

olhos foi significativamente menor no ponto 2 comparada aos pontos 3 e 4, e a distância 

interocular máxima também foi significativamente menor no ponto 2 comparada aos grupos 

controle, pontos 1 e 3 (p < 0,05). Parâmetros fisiológicos como a bexiga natatória foi 

significativamente menor no ponto 2 comparado ao controle e o ponto 1 (p < 0,05) (Fig.14). A 

área do coração foi significativamente maior nos pontos 3 e 4 comparados ao controle e a área 

do saco vitelino foi significativamente maior no ponto 2, 3 e 4 comparados ao controle (p < 

0,05) (Fig.14). Os demais dados biométricos não tiveram diferenças significativas (Tabela 4).  

A frequência cardíaca dos embriões variou entre 74 bpm e 132 bpm, sendo reduzida 

significativamente apenas no ponto 2 (95,6 ± 2,9) quando comparado ao controle (113,5 ± 2,1) 

e ao ponto 1 (117,7 ± 1,85) (p = 0,0016). A taxa de movimentos espontâneos/min variou entre 

0 e 30 movimentos/min, sendo reduzida significativamente em todos os grupos expostos ao 

sedimento da bacia do rio Doce (p < 0,0001) (Tabela 4). 

Sendo assim, os animais expostos ao sedimento contaminado pelo rompimento da 

barragem do Fundão, especialmente ponto 2 e 3, apresentaram menor taxa de eclosão, maiores 

taxas de mortalidade e de malformação, alterações esqueléticas, fisiológicas e sensoriais, 

tiveram tendência a ter tamanho reduzido, hipoatividade e bradicardia, além de maior área do 

pericárdio e do saco vitelino. O ponto 1, localizado no rio Piranga, ponto não contaminado pelo 

rompimento da barragem, apesar de ter mortalidade elevada dos embriões, apresentou 

características morfológicas similares ao grupo controle, exposto ao sedimento artificial 

(sílica), enquanto o ponto 4, ponto mais distante do rompimento da barragem apresentou menos 

alterações no desenvolvimento embrionário.  

Tabela 4. Dados biométricos e parâmetros fisiológicos das larvas recém eclodidas de Danio 

rerio expostas ao sedimento controle (sílica) e sedimento da bacia do Rio Doce durante 96 h.  

  Controle P1 P2 P3 P4 

Comprimento (mm) 4,031 ± 0,02a 3,995 ± 0,04a 3,592 ± 0,05b 3,963 ± 0,04a 3,943 ± 0,04a 

Profundidade da cabeça (mm) 0,79 ± 0,06a 0,7697 ± 0,02a 0,630 ± 0,01b 0,675 ± 0,01b 0,702 ± 0,01ab 

Largura da cabeça (mm) 0,58 ± 0,03a 0,55 ± 0,01a 0,528 ± 0,01a 0,545 ± 0,01a 0,556 ± 0,01a 

Altura da cabeça (mm) 0,569 ± 0,01a 0,553 ± 0,02ab 0,464 ± 0,01b 0,463 ± 0,02b 0,536 ± 0,01ab 
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Área dos olhos (mm²) 44,31 ± 1,44ab 45,69 ± 1,4ab 30,67 ± 5,29a 48,13 ± 3,09b 48,45 ± 2,41b 

Distância interocular mínima (mm) 0,117 ± 0,01a 0,1156 ± 0,01a 0,0996 ± 0,01a 0,0928 ± 0,01a 0,111 ± 0,01a 

Distância interocular máxima (mm) 0,692 ± 0,06a 0,6454 ± 0,01a 0,5665 ± 0,01b 0,5901 ± 0,01a 0,6319 ± 0ab 

Área da bexiga natatória (mm²) 26,07 ± 1,2a 29,10 ± 1,09a 13,61 ± 2,73b 21,48 ± 2,58ab 22,61 ± 2,03ab 

Área do coração (mm²) 16,35 ± 0,71a 23,92 ± 1,91ab 22,56 ± 1,71ab 33,63 ± 3,1b 33,32 ± 3,54b 

Área do saco vitelino (mm²) 103,6 ± 5,09a 110,1 ± 8,26ab 164,4 ± 12,69c 133,4 ± 8,18bc 141,7 ± 6,95bc 

Frequência cardíaca (bpm) 113,5 ± 2,19a 117,7 ± 1,85 a 95,63 ± 2,98b 104,1 ± 2,25a 108,8 ± 4,69ab 

Movimentos espontâneos/min 3 ± 0,72a 2 ± 0,43a 1 ± 0,21b 1 ± 0,24b 0 ± 0,11c 

Pontos de amostragem do sedimento: (P1) Rio Piranga, município de Ponte Nova, (P2) Rio Doce, município de Rio Doce, 

(P3), Rio Doce, município de Sem Peixe e (P4) Rio Doce, município de São Jose do Goiabal. Valores expressos em média 

± erro padrão. Em cada linha, as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos (P < 0,05). 

  
Figura 14. Secções histológicas de embriões de Danio rerio com 96 hpf expostos ao controle (A) e ao 

sedimento do contaminado do Rio Doce (B). Observe desenvolvimento da bexiga natatória (BN), 

intestino (I), fígado (F) e saco vitelino (SV). 

 

5.3 Expressão proteica de MT, HSP70 e PCNA  

A reação do Western Blot para metalotioneína (MT) foi maior nos grupos expostos ao 

sedimento da bacia do Rio Doce, entretanto foi significativamente maior apenas no ponto 2 (p 

= 0,0329) quando comparados ao controle (Fig.15A). Um resultado semelhante a MT foi 

observado na expressão de HSP70, onde foram encontrados valores maiores nos grupos 

expostos ao sedimento, porém apenas o ponto 2 apresentou diferença significativa (p = 0,0407) 

comparado ao controle (Fig.15B). A expressão de PCNA também foi aumentada apenas no 

ponto 2 (p = 0,0226) (Fig.15C).  
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A HSP70 é um chaperona constitutiva e sua expressão pode ocorrer em todas as células, 

como evidenciado pela marcação de imunohistoquímica (Fig 16A-B), porém, em situações de 

estresse sua síntese pode ser aumentada como detectado no ponto 2 (Fig.16B). A 

imunohistoquímica mostrou que a expressão de MT é concentrada nas células do fígado, onde 

ocorre a síntese dessa proteína (Fig. 16C-D). Para PCNA, a imunohistoquímica mostrou 

marcações mais frequentes nas regiões das brânquias e do intestino no ponto 2 (Fig.16E-H).   

 
Figura 15. Expressão proteica de MT (A), HSP70 (B) e PCNA (C) e Western blot (D) representativo 

para MT, HSP70, PCNA e Actina (proteína constitutiva) em embriões de Danio rerio expostos ao 

sedimento da bacia do rio Doce: (P1) Rio Piranga, município de Ponte Nova, (P2) Rio Doce, município 

de Rio Doce, (P3), Rio Doce, município de Sem Peixe e (P4) Rio Doce, município de São Jose do 

Goiabal. Valores expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os tratamentos (p < 0,05).  
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Figura 16. Reação imunohistoquimica para HSP70 (A-B), Metalotioneina, MT (C-D) e PCNA (E-H) 

de Danio rerio expostos ao sedimento da bacia do rio Doce e ao controle. Contra-coloração com 

hematoxilina.  Observe marcação para HSP70 em todas as células (A-B), para MT no fígado (C-D) e 

para PCNA nas brânquias e intestino (E-H)  
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5.4 Atividade enzimática da Caspase-3 

A atividade enzimática da caspase-3, como biomarcador da apoptose, aumentou nos 

embriões de grupos expostos ao sedimento da bacia do Rio Doce (Fig.17A). Os pontos 1 (0,11 

± 0,01), 3 (0,11 ± 0,003) e 4 (0,12 ± 0,008) apresentaram aumento significativo quando 

comparados com o grupo controle (0,03 ± 0,01) (p < 0,001). O ponto 2 (0,08 ± 0,002) apesar 

de apresentar aumento da atividade de caspase-3 não apresentou diferença significativa em 

comparação com o controle (Fig.17A). 

5.5 - Acetilcolinesterase 

Houve um aumento significativo da atividade da enzima acetilcolinesterase nos 

embriões do grupo P2 (112,8 ± 20,76) e P3 (118,3 ± 27,11) (p < 0,01) comparados ao controle 

(9,331 ± 4,1) (Fig.17 B). O grupo P4 (59,97 ± 15,26), apesar de apresentar resultados 5x 

maiores do que o controle, não houve diferença estatística. Esses resultados associados a 

alteração dos movimentos espontâneos (Tabela 4) indicam neurotoxicidade causada pela 

exposição ao sedimento. 

 

 
Figura 17. Atividade enzimática da caspase-3 (A) e da acetilcolinesterase, AChE (B) em embriões de 

Danio rerio expostos ao sedimento da bacia do rio Doce: (P1) Rio Piranga, município de Ponte Nova, 

(P2) Rio Doce, município de Rio Doce, (P3), Rio Doce, município de Sem Peixe e (P4) Rio Doce, 

município de São Jose do Goiabal. Valores expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os tratamentos (p < 0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

O rompimento da barragem de Fundão, em Mariana, MG, foi o maior desastre ambiental 

do Brasil e maior desastre minerário do mundo (Cordeiro et al., 2019). Além do dano imediato 

causado pelo derramamento de lama contaminada, a concentração de metais aumentou 

rapidamente e se sedimentou no fundo do rio, que serve agora como fonte secundária de 

contaminação (Gomes et al., 2017). No presente estudo, utilizou-se pela primeira vez o ensaio 

de contato para avaliar os efeitos do sedimento contaminado com rejeitos minerários liberados 

pela barragem de Fundão no desenvolvimento embrionário em peixes, utilizando diferentes 

biomarcadores morfológicos, celulares e moleculares. A caracterização toxicológica dos 

sedimentos é uma tarefa essencial para monitorar a qualidade dos ambientes aquáticos, já que 

a presença de diversos metais, pode induzir efeitos interativos em toda biota aquática.  

Os rejeitos de minério despejados pelo rompimento da barragem do Fundão possuem 

grande capacidade de retenção de metais pesados (Pires et al., 2003). Estudos feitos logo após 

o desastre mostraram que metais como Al, Fe, Cd e As se encontravam em concentrações 

elevadas no sedimento (Cordeiro et al., 2019; Duarte et al., 2020; Richard et al., 2020). Outros 

estudos que compararam as concentrações antes e logo após o desastre, indicaram aumentos de 

até 20 vezes em relação aos valores basais de Fe, Mn, Cr, Ni, Cu, Zn, As, Pb e Hg (Gomes et 

al., 2017; Aguiar et al., 2020; Reis et al., 2017; Queiroz et al., 2018). Essas concentrações se 

mantêm elevadas porque os óxidos de ferro presentes no rejeito possuem uma alta capacidade 

de retenção e com o passar do tempo os metais contidos no sedimento são liberados aumentando 

suas concentrações no ambiente. Ao ser mobilizado, os metais podem migrar do sedimento para 

a água e se tornar mais biodisponível durante seu transporte ao longo do rio (Queiroz et al., 

2018; Bernardino et al., 2019; Aguiar et al., 2020; Ferreira et al., 2020; Gabriel et al., 2020). 

Além disso, as chuvas e processo erosivos também podem remobilizar os resíduos sólidos de 

rejeitos, que estão armazenados no sedimento (Gabriel et al., 2020). Nossos resultados mostram 

que os sedimentos coletados no rio Doce (pontos 2 e 3) apresentam níveis elevados de 

contaminação com metais, como também reportado em estudos prévios (Hatje et al., 2017; 

Bernardino et al., 2019; Gabriel et al., 2020). Esses resultados caracterizam uma contaminação 

crônica, já que esses metais estão constantemente biodisponíveis, eles também não são 

metabolizados pelos animais sendo bioacumulados e biomagnificados ao longo da teia trófica.  

No presente estudo, as concentrações de As, Cu, Cr, Hg e Ni excederam as diretrizes de 

qualidade de sedimento estabelecidas pela resolução 454/2012 do CONAMA (valores do 

Conama obtidos das Diretrizes Canadenses de Qualidade Ambiental). A extrapolação dos 

limites de As, Hg e Pb também foi constatado por Hatje e colaboradores em 2017. A 
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contaminação por Hg e As podem ser associadas às atividades de mineração de ouro, pelo seu 

uso nos processos de amalgamação (Duarte et al., 2020; Hatje et al., 2017). A alta concentração 

de Ni pode estar ligada à contaminação agrícola na área, e a alta concentração de Cu está 

relacionada com a litologia do local (Reis et al., 2017). Esses metais provavelmente já estavam 

presentes antes do desastre ambiental devido às características do Quadrilátero ferrífero, e sua 

concentração aumentou devido remobilização de sedimentos, porém liberação de metais para 

ambientes aquáticos por atividades antrópicas é muito maior do que as observadas por 

processos naturais (AnvariFar et al., 2018). 

As concentrações de metais pesados encontrado no sedimento mesmo após 6 anos do 

rompimento da barragem como detectado nesse estudo evidencia a necessidade de estudos 

contínuos que monitorem ambientes impactados. Um estudo que acompanhou a concentração 

de metais no sedimento durante 10 anos após o rompimento de uma barragem de pirita em 

Aznalcóllar, na Espanha, mostrou que houve uma redução inicial da concentração de metais 

seguida de uma estabilização, mantendo a contaminação mesmo após a remoção de 90% do 

rejeito (Macklin et al., 1999; Olía et al., 2012). Estudos como esses indicam a necessidade de 

medidas de contenção de danos mais rápidas e efetivas e apontam a necessidade de estudos com 

esses sedimentos para observar os efeitos de tais estressores na biota aquática ao longo dos 

anos. 

 Uma vez que a resolução do CONAMA estabelece níveis de qualidade do sedimento 

apenas para o gerenciamento de materiais a ser dragado e não considera a qualidade do 

sedimento para a garantia de sua função ecológica, os ensaios biológicos como realizado no 

presente estudo são necessários para estabelecer medidas de conservação das comunidades 

aquáticas e preservação do equilíbrio ambiental. Assim, nesse estudo, a exposição ao sedimento 

contaminado pelos rejeitos da barragem de Fundão prejudicou o desenvolvimento inicial do 

Danio rerio ao diminuir a taxa de sobrevivência, induzindo anormalidades morfológicas e 

retardando a taxa de eclosão. De fato, os estágios iniciais de desenvolvimento dos peixes são 

particularmente sensíveis à poluição da água. Os metais pesados podem afetar vários processos 

de desenvolvimento durante o período embrionário, resultando na redução da quantidade e 

qualidade da prole (Jezierska et al., 2009).  Ao realizar o teste de contato com embriões de D. 

rerio foi observada uma maior taxa de mortalidade nos grupos expostos ao sedimento 

contaminado comparados ao controle, principalmente nos grupos 2 e 3 mais próximo ao 

rompimento da barragem. No ponto 4, localizado a maior distância do rompimento da 

barragem, foi observado menos efeitos letais do sedimento, o que não necessariamente indica 

a qualidade do ambiente, evidenciando a necessidade do uso de diversos biomarcadores de 
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avaliação ambiental. Por outro lado, o ponto 1, localizado no Rio Piranga não recebeu a 

contaminação da barragem do Fundão, mas apresentou efeitos letais similares aos pontos 

contaminados pela mineração, evidenciando outros tipos de contaminação na bacia do Rio 

Doce. Similarmente, um estudo que avaliou a toxicidade do sedimento do Rio Doce em Vibrio 

fischeri, Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e Danio rerio também verificou que os 

ambientes mais próximos ao rompimento da barragem de Fundão apresentaram maior 

toxicidade (Mendes et al., 2020). A exposição de D. rerio adultos ao sedimento contaminado 

pelo rompimento da barragem de Brumadinho também causou alta taxa de mortalidade, além 

da bioacumulação de metais pesados nos seus tecidos musculares (Vergilio et al., 2020). Os 

mesmos autores mostraram que o rompimento da barragem de Brumadinho liberou rejeitos de 

minério com características semelhantes ao rejeito despejado pelo rompimento da barragem de 

Fundão, no qual o sedimento era mais tóxico que a água. A redução da sobrevivência também 

foi observada em outros estudos em que embriões de peixes foram expostos a sedimentos 

contaminados por mistura de metais em outros ambientes aquaticos (Hallare et al., 2005, Costa 

et al., 2008; Ribeiro et al., 2020). Essa alta taxa de mortalidade pode ser suficiente para causar 

um declínio significativo em toda a população. Além disso, dentro de cenários reais, os efeitos 

tóxicos dos sedimentos podem ser aumentados pela interação de outros fatores, por exemplo, 

predadores, temperatura extrema, baixo nível de oxigênio, entre outros (Hallare et al., 2005). 

Assim, a mortalidade aqui observada pode ser uma subestimação de um nível de mortalidade 

muito mais alta no ambiente, o que pode desestabilizar a população natural em escala ainda 

maior. 

No presente estudo, os embriões expostos ao sedimento do ponto 2 também 

apresentaram maior taxa de malformações caracterizada por alterações morfológicas. Essas 

alterações podem ser relacionadas a ações conjunta de diversos metais sob o desenvolvimento 

embrionário. As principais anormalidades morfológicas encontradas nesse estudo foram 

malformações esqueléticas, uma vez que metais como Pb, Cu, Cd e Zn podem competir de 

maneira antagônica ao cálcio levando a hipocalcemia aguda e consequentemente redução do 

crescimento e malformações como escoliose, cifose e lordose (Brannen et al., 2010, Sfakianakis 

et al., 2015). As deformidades nos peixes, especialmente as esqueléticas, são bastante 

incapacitantes, pois interferem na capacidade de natação, comprometendo a interação do 

organismo com o meio ambiente (Sfakianakis et al., 2015). 

Além da alta taxa de mortalidade e malformações, os ovos expostos ao sedimento dos 

pontos 1, 2 e 3, também apresentaram atraso na taxa de eclosão, que ocorre entre 48 e 72 hpf, 

e todos os embriões devem estar eclodidos após 96 hpf (Kimmel et al., 1995; Hellfeld et al., 
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2020). A eclosão é uma etapa chave na transformação de embriões em larvas e é um dos índices 

mais importantes para avaliar a toxicidade durante desenvolvimento em zebrafish (Nguyen, et 

al., 2020). Falha na eclosão pode ocorrer devido a vários mecanismos que incluem (1) 

diminuição da atividade do embrião; (2) desativação das enzimas proteolíticas e (3) 

incapacidade das larvas de romper a casca do ovo (Hallare et al., 2005). A eclosão tardia 

também foi observada em estudos onde Cu, Cd e Pb inibiram a produção da corionase, enzima 

responsável por romper o córion durante o processo de eclosão (Jezierska et al., 2008). O 

mesmo efeito foi observado em embriões de zebrafish expostos individualmente ou misturas de 

diversos metais (Ansari e Ansari, 2015; Fu et al., 2014; Hallare et al., 2005; Mane et al., 2021; 

Nabinger et al., 2018; Toma et al., 2021).  

O atraso na eclosão está provavelmente associado ao atraso no desenvolvimento já que 

os animais expostos ao sedimento contaminado apresentaram menor tamanho, maior saco 

vitelino e falha na insuflação da bexiga natatória. O comprimento do corpo é um importante 

indicador do crescimento do embrião e a exposição a metais pode alterar esse parâmetro, como 

observado em embriões expostos ao sedimento do ponto 2. O menor tamanho pode ser 

explicado pela ação dos metais pesados que ativam processos de detoxificação que consomem 

grandes quantidades de energia, assim, os peixes expostos têm menos energia disponível para 

ser usada durante o crescimento (Jezierska et al., 2019). O menor tamanho também foi 

observado em diversas espécies de peixes expostos a sedimentos contaminados por metais 

pesados provenientes de mineração, como em Cyprinella monacha, Galaxias maculatus, 

Galaxias brevipinnis, Oncorhynchus kisutch, Oncorhynchus mykiss e Salvelinus fontinalis, tais 

efeitos foram atribuídos ao estresse elevado (Cavanagh et al., 2014; Sutherland e Meyer 2007; 

Sigler et al., 1984; Sweka e Hartman 2001; Affandi et al., 2019).  

O saco vitelino desempenha um papel importante durante o desenvolvimento inicial dos 

peixes, pois é a única fonte de nutrição para os embriões (Zhang et al., 2015). O vitelo é 

absorvido durante o desenvolvimento embrionário e a sua redução torna-se particularmente 

evidente a partir de 96 hpf, quando os embriões começam a esgotar suas reservas nutricionais 

(Hellfeld et al., 2020; Zhang et al., 2015), período quando ocorre o desenvolvimento do sistema 

digestório, seguido pelo início da alimentação exógena (Kimmel, 1995). O tamanho aumentado 

do saco vitelino dos embriões dos grupos P2, P3 e P4 do presente estudo pode indicar uma falha 

na absorção do vitelo levando a alterações no metabolismo energético (Zhang et al., 2015; 

Nguyen, et al., 2020). A falta de nutrientes pode atrasar e prejudicar o crescimento dos embriões 

levando a um menor tamanho, além de afetar o desenvolvimento adequado dos embriões 

(Nguyen, et al., 2020; Gonçalves et al., 2020).  
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O tamanho da bexiga natatória também é um biomarcador que indica atraso no 

desenvolvimento, já que sua insuflação é essencial para a natação após a eclosão, ajudando os 

peixes a equilibrar a pressão hidrostática e reduzir o gasto energético da natação (Jönsson et al., 

2012; Hellfeld et al., 2020). Em um estudo em que embriões de D. rerio foram tratados com 

tetraciclina, foi vista uma associação entre atrasos significativos no desenvolvimento, retardo 

na absorção do saco vitelino e bexiga natatória não inflada (Zhang et al., 2015), corroborando 

com os resultados encontrados nesse estudo, principalmente no ponto 2.  O atraso no 

desenvolvimento de ovos ou larvas pode levar a alevinos menores que são menos capazes de 

competir por recursos ambientais do que os maiores que passaram pelo desenvolvimento 

normal, comprometendo toda estrutura da espécie e causando uma perda populacional (Affandi 

et al., 2019).  

Nesse estudo, os embriões expostos ao sedimento contaminado por rejeitos também 

apresentaram alterações fisiológicas como redução dos batimentos cardíacos e redução dos 

movimentos espontâneos. A frequência de batimentos cardíacos por minuto em embriões é um 

importante biomarcador para analisar a cardiotoxicidade (Ribeiro et al., 2020). Outro sinal de 

disfunção cardíaca é a ocorrência de edema pericárdio (Ali et al., 2011), caracterizado pelo 

acúmulo de líquido no pericárdio, que altera a frequência cardíaca por causar aumento na 

pressão intrapericárdica (Spodick et al., 2003). A redução dos batimentos cardíacos associados 

ao maior tamanho do coração e a maior incidência de malformações cardíacas dos embriões 

expostos ao sedimento do ponto 2 deste estudo, indicam que os metais podem estar causando 

alterações circulatórias que podem refletir no seu desenvolvimento. Esses danos podem impedir 

que o coração bombeie o sangue de forma correta para todo corpo e então afetar o transporte 

de energia e nutrientes, influenciando ainda mais o desenvolvimento e crescimento dos 

embriões (Qian et al., 2018; Nguyen, et al., 2020). 

A taxa de movimentos espontâneos medidos com 24 hpf é um marcador de alteração 

fisiológica e um importante indicador de neurotoxicidade (Ribeiro et al., 2020). A redução no 

número de movimento da cauda como ocorreu nesse estudo nos embriões expostos aos 

sedimentos contaminados pelos rejeitos (P2, P3 e P4) é um indicativo de falha no 

desenvolvimento muscular e nervoso dos embriões (García-Cambero et al., 2019). Esse fato 

pode levar ao comprometimento da capacidade de natação podendo reduzir a capacidade de 

alimentação dos peixes, e pode levar a importantes consequências ecológicas devido à alteração 

da relação predador-presa e à diminuição da capacidade competitiva (Domingues et al., 2016; 

Ribeiro et al., 2020). 
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Além da redução dos movimentos, embriões expostos ao sedimento contaminado nos 

pontos 2 e 3 deste estudo também mostraram aumento da atividade da AChE. A atividade 

aumentada da AChE pode estar associada a uma maior degradação da acetilcolina e redução da 

estimulação de seus receptores, influenciando diretamente no tempo de contração muscular, 

movimento e respiração (Moraes et al., 2007 Wessler et al., 2019). Interessantemente, em 

peixes adultos do gênero Astyanax expostos ao sedimento contaminado pelo rompimento da 

barragem de Fundão houve diminuição da atividade da AChE. Apesar de alguns estudos 

mostrarem que xenobioticos causam a inibição de AChE (Barboza et al., 2018a; Roda et al., 

2020 Santana et al., 2021), outros estudos mostram que a exposição a metais causam aumento 

da atividade dessa enzima, como em camundongos expostos ao Al, em Barbus conchonius 

expostos ao Cd e em Danio rerio expostos ao Fe e Cu (Gill et al., 1991; Kaizer et al., 2005; 

Lima et al., 2013). Isso poderia ocorrer devido a um mecanismo de compensação de estresse 

causado pela exposição ao composto exógeno, aumentando a atividade colinesterásica (Miron 

et al., 2005). Além disso, estudos com exposição a metais mostraram que existe uma associação 

entre o aumento da atividade da AChE e redução da atividade locomotora em embriões de D. 

rerio (Senger et al., 2011; Santos et al., 2022), mostrando que os efeitos são distintos 

dependendo do tipo de material exposto e da fase de vida de cada animal.  

Durante o desenvolvimento, embriões de peixes podem entrar em contato com 

estressores de complexidades variadas em seu ambiente. Esses contaminantes podem ter como 

alvo proteínas celulares que desempenham papéis críticos no desenvolvimento, servindo como 

biomarcados (Hallare et al., 2005). Entre esses biomarcadores, HSP70 é um dos primeiros a ser 

induzido em resposta a diversos fatores estressantes gerados pelo ambiente, como metais, sobre 

o organismo, permitindo a detecção de alterações moleculares e celulares antes das mudanças 

morfológicas nos embriões e larvas tornam-se aparentes. (Krone et al., 2003; Kampinga e Craig 

2010). Nossos resultados indicam que a presença de metais, como detectado nesse estudo, 

provavelmente afetou a síntese proteica, evidenciada pelo aumento significativo na expressão 

de HSP70 principalmente no ponto 2, corroborando com vários estudos que indicam uma 

ligação entre a indução da expressão de HSP70 e a exposição de embriões de peixes a 

sedimentos contaminados por metais (Hallare et al., 2005; Redelstein et al., 2015; Kosmehl et 

al., 2012, Krone et al., 2003). A HSP70 é uma chaperona molecular – ATP dependente que 

assiste a síntese de proteínas, auxiliando nos dobramentos corretos e reparo de uma variedade 

de proteínas nas células sendo importante componentes no controle de qualidade das proteínas 

(Mayer 2005). 
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Como proteínas de resposta ao estresse, HSPs e MTs conferem proteção celular contra 

uma ampla variedade de fatores estressantes, enquanto a síntese de HSP70 parece ser uma 

resposta geral ao estresse, as MTs são relatadas como sendo especificamente induzidos em 

resposta ao tratamento com metais pesados (Dorts et al., 2016; Zhang et al., 2016.). No presente 

estudo, a expressão proteica de HSP70 e MT foram significativamente aumentadas pela 

exposição ao sedimento contaminado do ponto 2. As MTs são proteínas que se ligam a metais 

e podem detoxificar o excesso de íons metálicos, desempenhando um papel importante na 

defesa antioxidante. Já foi demonstrado que a expressão de genes de metalotioneína ocorre 

durante a embriogênese do zebrafish a partir do estágio de uma célula (Chen et al., 2004). 

Assim, como já foi observado por outros autores em embriões expostos por 96h a prata (Ag), 

titânio (Ti) e zinco (Zn) (Osborne et al., 2012; Chen et al., 2004). Nesse estudo MT foi expressa 

por imunohistoquímica principalmente no fígado, região do corpo onde ocorre o processamento 

de compostos xenobióticos. Os níveis de MT hepática podem estar relacionados à ação de 

vários metais atuando em conjunto, como reportado em peixes de rios poluídos por metais 

(Linde-Arias et al., 2008; Paschoalini et al., 2019, Weber et al., 2020). Vários estudos mostram 

que a exposição a metais como Cd, Hg, Pb, Zn, Cu e Ag causam aumento da expressão de MT 

em embriões de peixes (Bian e Gao, 2021; Zhang et al., 2016; Hu et al., 2019; Dorts et al., 

2016; Brun et al., 2014; Osborne et al., 2012 Redelstein et al., 2015;). Além disso, Chan e 

colaboradores (2006) mostraram que o Hg, metal encontrado em maior concentração no ponto 

2, pode ser até 50x mais indutor de produção de MT em embriões de D. rerio. 

Embriões em estágio inicial de desenvolvimento são mais sensíveis a alterações 

ambientais devido as grandes mudanças na diferenciação, proliferação e migração celular 

necessária para formar tecidos e órgãos (Feng et al., 2013). O desenvolvimento é altamente 

coordenado e requer comunicações específicas entre as células, portanto, a exposição a 

substâncias toxicas durante esse período crítico pode perturbar essas interações, afetando o 

desenvolvimento (Feng et al., 2013). 

O PCNA, componente do maquinário de replicação e reparo do DNA, é normalmente 

expresso em todas as células durante o desenvolvimento inicial e sua atividade proliferativa é 

regulada durante a morfogênese e diferenciação (Naryzhny e Lee, 2007, Kelman, 1997). Em 

embriões de peixes, a exposição a metais como Ag e Cu aumenta a expressão de PCNA, 

indicando a ocorrência de um processo de renovação celular ou reparo de DNA, provavelmente 

em consequência de mecanismos de resposta homeostática para compensar a exposição aos 

metais (Garcia-Käufer et al., 2014, Santos et al., 2020 Eryılmaz et al., 2017). Em nosso estudo, 

aumento de PCNA nos embriões do grupo 2 ocorreu especialmente no intestino e brânquias, 
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principais regiões por onde são absorvidos os metais (Kennedy, 2011), e onde as taxas de 

renovação celular são mais elevadas. Além disso, o aumento da atividade proliferativa no grupo 

2 pode ser também resultado de diferenças no desenvolvimento dos embriões. Assim, em 

Acipenser gueldenstaedtii, o índice de proliferação celular foi mais alto em larvas recém-

eclodidas, mas em seguida essa atividade diminuiu (Kamaszewski et al., 2014). Do mesmo 

modo, embriões de D. rerio também apresentaram menor expressão de PCNA em estágios mais 

avançados de desenvolvimento (Nowakowska et al., 2020). Assim, o aumento da atividade 

proliferativa no grupo 2 desse estudo também poderia ser relacionado ao atraso do 

desenvolvimento dos embriões. 

O estresse oxidativo celular induzido por fatores ambientais tóxicos como os metais, 

tem sido apontado como o principal elemento regulador no desencadeamento de vias 

apoptóticas (Franco e Panayiotidis 2010), Em nosso estudo detectamos maior atividade da 

caspase-3 nos grupos expostos ao sedimento contaminado, principalmente nos pontos 1, 3 e 4 

onde foram encontradas as maiores concentrações de As. A apoptose pode ser ativada pelo As 

pelos mecanismos de estresse oxidativo, fragmentação do DNA e alterações funcionais dos 

canais iônicos que levam a ativação da cascata de caspases (Alamolhodaei et al., 2015). Em 

alguns estudos a exposição de D. rerio ao As também inibiu significativamente a sobrevivência 

das larvas e aumentou significativamente a transcrição de Caspase-3, levando a apoptose (Zhao 

et al., 2021; Selvaraj et al., 2015). Durante o desenvolvimento embrionário a apoptose pode ser 

regulada com o propósito de eliminar células desnecessárias após a diferenciação celular, 

desempenhando um papel crítico na sobrevivência de embriões de peixes em condições normais 

e de estresse (Yamashita et al., 2008).   

Em conjunto, o presente estudo indica que a exposição de embriões de Danio rerio ao 

sedimento contaminado pelo rompimento da barragem de Fundão influencia negativamente o 

desenvolvimento inicial, causando aumento da mortalidade, malformações, atraso na taxa de 

eclosão, alterações esqueléticas, fisiológicas e sensoriais, efeitos neurotóxicos e cardiotóxicos. 

Além disso, a carga de metais encontrada no rio Doce alterou a expressão de MT, HSP70 e as 

atividades de proliferação celular e apoptose, principalmente nos pontos mais próximos ao 

rompimento da barragem. Danos causados durante os estágios iniciais de vida diminuem a 

capacidade de competição, sucesso reprodutivo e sobrevivência, afetando a dinâmica 

populacional que pode resultar em desordens ecológicas. Desta forma, os resultados obtidos 

indicam a necessidade de ações contínuas para remediação do impacto causado pela presença 

de metais no Rio Doce, restaurando o leito do rio e permitindo a recuperação das espécies locais. 
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7. CONCLUSÕES: 

 

 Após 6 anos do rompimento da barragem do Fundão, o sedimento do Rio Doce, no 

trecho com até 90 km a jusante do acidente, apresenta As, Cr, Cu, Hg e Ni acima dos 

limites recomendados pelo CONAMA, além da presença de Al, Cd, Pb, Mn e elevados 

níveis de Fe;  

 Apesar de não contaminado pelo rompimento da barragem do Fundão, o sedimento do 

rio Piranga (ponto referência) também apresenta contaminação com As, Cr e Ni acima 

dos limites do CONAMA além de presença dos outros metais; 

 O sedimento contendo rejeitos minerários da barragem do Fundão influencia 

negativamente o desenvolvimento embrionário de D. rerio, causando, malformações, 

atraso do desenvolvimento, redução da taxa de eclosão e aumento da mortalidade dos 

embriões; 

 Os embriões expostos ao sedimento dos pontos contaminados apresentam alterações 

esqueléticas, fisiológicas e sensoriais, além de efeitos neurotóxicos e cardiotóxicos, que 

comprometem o desenvolvimento inicial dos peixes;  

 A contaminação do rio Doce com rejeitos minerários afeta a expressão de MT, HSP70 

e as atividades de proliferação e morte celular nos embriões; 

 A toxicidade do sedimento do Rio Doce diminui com cerca de 90 km a jusante da 

barragem do Fundão. 
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