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RESUMO

Os polimeros de grande massa molecular, amplamente empregados nas
embalagens e confecgdo de diversos produtos, geram residuos de lenta
degradacgao. Tais residuos se acumulam na natureza e se transformam em
microparticulas durante o processo de decomposicdo, as quais Ssao
denominadas de microplasticos. Partindo da importancia ambiental representada
pelo acumulo de materiais poliméricos em organismos aquaticos, objetivou-se
neste estudo avaliar o efeito da ingestao diaria de microplastico de polipropileno
na saude de tilapias (Oreochromis niloticus). Para tanto, foram utilizados 60
peixes com peso médio de 200 g, oriundos da mesma desova, 0s quais foram
acondicionados em seis aquarios, com capacidade de 100 L de agua cada
(n=10). Os aquarios foram abastecidos com agua corrente desprovida de cloro,
proveniente de pogo artesiano, com vazao de 1 L/min, constituindo os seguintes
tratamentos: T1: Controle (sem a adi¢do de polimero), T2 e T3: (alimentados
com ragdao contendo 100 pg e 500 pg de polipropileno/kg de peso vivo,
respectivamente). Transcorridos 30 dias apds o inicio da alimentagédo dos
peixes, 0os animais foram submetidos a eutandasia para andlise do eritrograma,
leucograma, bioquimico sérico, analise microbiolégica do intestino e andlise
somatica dos 6rgaos. Observou-se aumento significativo nos niveis de colesterol
e na atividade sérica de Aspartato Aminotransferase (AST) em animais tratados
com 500 ug de polipropileno com base estudo bioquimico sérico. Tilapias
alimentadas com polipropileno na dieta apresentaram aumento nas contagens
de trombadcitos e leucdcitos totais, marcado por aumento significativo no niumero
de linfécitos circulantes. Os resultados do estudo somético revelaram aumento
significativo no estdbmago, figado e coracdo das tilapias alimentadas com o
polimero. Aumento do numero de microrganismos Gram-negativos e diminuicao
de microrganismos mesofilos aerdbicos foram observados em peixes
alimentados com o polimero, inclusive efeito dose-resposta foi observado nestas
analises. Contudo, tilapias alimentadas com polipropileno demonstraram efeitos
deletérios resultantes da ingestdo diaria deste polimero, resultando em
alteragbes inflamatdrias sistémicas e mudangas na microbiota intestinal.

Palavras-chave: residuos, microplastico, ecossistemas aquaticos, aquicultura,

poluicdo ambiental, organismos aquaticos.



ABSTRACT

The high molecular weight polymers, widely used in the packaging of several
products, generates residues of slow degradation, accumulating in nature and
transforming into microparticles during their decomposition process, being called
microplastics. Based on the environmental importance represented by the
accumulation of polymeric materials in aquatic organisms, the objective of this
study was to evaluate the effect of daily ingestion of polypropylene microplastic
on the health of tilapia (Oreochromis niloticus). Sixty fish weighing around 200 g
were used, coming from the same spawning, placed in six aquariums, with a
capacity of 100 L of water each (n=10). The aquariums were supplied with
running water devoid of chlorine, from an artesian well, with a flow of 1 L/min,
constituting the following treatments: T1: Control (without the addition of
polymer), T2 and T3: (fed with ration containing 100 yg and 500 ug of
polypropylene/kg of body weight, respectively). After a period of 30 days of
feeding, the animals were euthanized for analysis of the blood count, leukogram,
serum biochemistry, microbiological analysis of the animals' intestine,
histopathological and somatic analysis of the organs. In the serum biochemical
study, a significant increase in cholesterol levels and serum Aspartate
Aminotransferase (AST) activity was observed in animals treated with 500 pg of
polypropylene. Tilapia fed polypropylene in the diet showed an increase in
thrombocyte and total leukocyte counts, marked by a significant increase in the
number of circulating lymphocytes. The results of the somatic study revealed a
significant increase in the stomach, liver and heart of tilapia fed with the polymer.
Increase in the number of Gram-negative microorganisms and decrease in
mesophilic aerobic microorganisms were observed in fish fed with the polymer.
A dose-response effect was observed in these analyses. However, tilapia fed
polypropylene showed deleterious effects resulting from the daily ingestion of this
polymer, resulting in systemic inflammatory disorders and changes in the
intestinal microbiota.

Keywords: waste, microplastic, aquatic ecosystems, aquaculture, environmental
pollution, aquatic organisms.



DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Partindo da importadncia ambiental representada pelo acumulo de materiais
poliméricos em organismos aquaticos, objetivou-se neste estudo avaliar o efeito
da ingestao diaria de microplastico de polipropileno na saude de tilapias-do-nilo
(Oreochromis niloticus). Um total de 60 tilapias (x 200 g cada) foi acondicionado
em seis aqudrios (100 L cada, n=10), constituindo os seguintes tratamentos:
Controle (sem polimero); e outros dois tratamentos, sendo um a base de
fornecimento de racao contendo 100 ug de polipropileno/kg de p.v. e outro
contendo 500 ug de polipropileno/kg de p.v.). Transcorridos 30 dias do inicio da
alimentacdo, os animais foram submetidos a eutanasia para andlise do
hemograma, bioquimico sérico, analise microbioldgica intestinal, andlise
histopatoldégica e somatica dos 6rgaos. Os resultados do estudo somatico
revelaram aumento significativo no estémago, figado e coracédo, sugerindo a
ocorréncia de alteragdes inflamatérias. Corroborando estes achados, observou-
se aumento significativo nos niveis de colesterol, na atividade sérica de AST, nas
contagens de leucécitos e trombdcitos em animais alimentados com ragao
contendo 500 ug de polipropileno/kg de p.v. A leucocitose destes peixes foi
marcada por aumento significativo no numero de linfocitos. Aumento do nimero
de microrganismos Gram-negativos e diminui¢cdo de meséfilos aerdbicos foram
observados em peixes alimentados com 500 pg do microplastico de
polipropileno, inclusive efeito dose-resposta foi observado nestas andlises.
Contudo, tilapias alimentadas com polipropileno demonstraram efeitos deletérios
resultantes da ingestao diaria de alimentados com 500 yg do microplastico de
polipropileno, resultando em alteragées inflamatérias sistémicas e mudangas na

microbiota intestinal.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o mundo passa por diversos desafios, dentre os quais
destaca-se a poluicdo ambiental, que gera preocupacdo em escala global.
Montagner et al. (2017) referem-se aos materiais poluidores como
contaminantes emergentes, os quais envolvem farmacos, compostos usados em
produtos de higiene pessoal, agrotoxicos, residuos quimicos industriais e
microplasticos. Para Santana et al. (2021), a denominacao de microplastico &
aplicada aos materiais poliméricos que podem ser encontrados nos ambientes
aquaticos e no terrestres, resultantes da degradacédo de polimeros sintéticos
artificiais.

Segundo Montagner et al. (2017), os primeiros estudos relacionados a
presenca de microplasticos encontrados no meio ambiente foram publicados no
inicio dos anos 70, quando esses materiais foram encontrados retidos em redes
de plancton de aguas costeiras na Regido da Nova Inglaterra, Estados Unidos.
Ja Carpenter et al. (1972) relatam que os microplasticos sao formados por
esférulas de plasticos com média de 0,5 milimetro de didmetro (variagéo de 0,1
a 2 milimetros), sendo abundantes nas aguas costeiras do Sul da Nova
Inglaterra.

Para Caixeta et al. (2018), os materiais plasticos sao depositados no meio
ambiente e sofrem degradacao por fatores bidticos e abidticos, tornando-se
assim um grave problema ambiental. Silva et al. (2021) acrescentam que a
presenca dos plasticos com tamanho microscopicos causa sérios prejuizos na
qualidade da vida aquatica.

Segundo Geyer et al. (2017), desde o inicio da produgéo dos plasticos em
larga escala nos anos de 1950, esses produtos tém assumido um papel de
destaque para os seres humano, sendo utilizados na produgéo de embalagens,
garrafas e utensilios que auxiliam as atividades industriais e domésticas. Mesmo
os plasticos apresentando diversos beneficios para a sociedade, o aumento
descontrolado de sua producéo e a baixa reciclagem desses materiais impactam
negativamente nos ecossistemas aquaticos e terrestres (MIZOGUCHI, 2019).

Efeitos negativos como acumulagéo no meio ambiente e nos organismos
aquaticos foram observados por Geyer et al. (2017). Os monémeros que sao

moléculas organicas utilizadas como matérias-primas na produgéo dos plasticos
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comuns como o polipropileno € o propileno, derivados de hidrocarbonetos, os
quais em sua grande maioria ndo sao biodegradaveis, causando, portanto, sua
acumulagdo nos meios aquaticos e terrestres na forma de microparticulas
(GEYER et al., 2017).

O microplastico nos ambientes aquaticos sdo considerados agressivos,
pois de acordo com Santos (2019) estes materiais causam efeitos deletérios,
principalmente devido a sua alta taxa de adsorcdo de metais pesados. A
presenca do microplastico neste ambiente diminui a qualidade da 4gua.

Os peixes representam um dos mais importantes bioindicadores de
qualidade para os corpos hidricos. Algumas espécies de peixes sdo sensiveis as
diversas alteracbes do meio ambiente, incluindo pH e aspectos fisico-quimicos
(FREITAS et al., 2009). De acordo com Beninca (2006), compostos toxicos
podem causar lesdes cronicas, comprometendo a saude dos peixes. Neste
contexto, estudos vém descrevendo os efeitos prejudiciais atribuidos aos
microplésticos em organismos aquaticos (SA, 2013; PITT ET AL., 2018; SILVA,
2020).

Estudos aponta que a tilapia-do-nilo espécie Oreochromis niloticus por
sua facil adaptacao, e seu importante papel econémico em diversos continentes
tem sido utilizada em varios estudo de toxicologia como também em estudo de
influéncia da dieta de organismos aquaticos (ZICA, 2012; ACAR et. al. 2018;
OSMAN et. al. 2018; BADREY et. al. 2019; HAMED et. al. 2019; SOLIMAN et.
al. 2019).

Partindo da importancia do polipropileno na sociedade e do impacto
ambiental de seus residuos no ecossistema aquatico, objetivou-se neste estudo
avaliar o impacto da ingestdo de microparticulas de polipropileno sobre a saude
de espécimes de O. niloticus.
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2 OBJETIVOS

Objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos deletérios da ingestao por
trinta dias de 100 pg e 500 pg do microplastico de polipropileno/kg de peso vivo
em espécimes de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as alteragdes eritrocitarias e leucocitarias das tilapias apds
um més de exposicao ao polipropileno;

e Avaliar as alteragdes bioquimicas séricas hepaticas e renais das
tilapias expostas a ingestao do polimero;

e Avaliar as alteragbes sométicas do figado, bago, rim cranial e
caudal, coragao, estbmago e intestino delgado;

e Avaliar a microbiota do intestino delgado das tilapias;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. SUSTENTABILIDADE E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

A busca constante por materiais mais resistentes, duraveis e flexiveis
levou a criagdo dos compostos organicos sintéticos. Entretanto, a resisténcia
apresentada por esse tipo de material vem apresentando impactos negativos aos
sistemas bioldgicos, pois, precisam de um longo periodo de tempo para a
decomposicao total. Essa caracteristica causa a acumulacao destes materiais
no meio ambiente, levando a diversos problemas ambientais (PEREIRA et al.,
2016).

O meio ambiente sofre riscos incontaveis dada a situacao de depredacao
e uso inadequado dos ecossistemas de acordo com os 17 objetivos da
sustentabilidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Para isto é necessario
identificar os principiais pontos de degradacdo ambiental e elaborar solucbes
que auxiliem na preservacao do sistema ambiental como um todo, desde
recursos ambientais até a reciclagem de residuos que possam ser gerados na
producéo industrial (OLIVEIRA et. al. 2017).

3.2. POLIMEROS POLIPROPILENO

Polimeros s&o materiais presentes no dia-a-dia, e podem ser encontrados
em qualquer tipo de atividade realizada atualmente pelo ser humano. A palavra
polimero vem do grego (poli, muitos) e (mero, unidade), portanto é um material
composto por muitas partes (SILVA, 2014). Com isso polimero & qualquer
material organico ou inorgéanico, sintético ou natural, que tenha um alto peso
molecular e com variedades estruturais repetitivas, sendo que normalmente esta
unidade que se repete é de baixo peso molecular (MANRICH, 2005).

Existem diversos tipos de polimeros atualmente no mercado, esses
materiais sdo formados por monémeros, isto é, moléculas com uma (mono)
unidade de repeticdo. A jungdo destes mondmeros ocorre através do método de
polimerizacdo, sendo eles polimerizados por adicdo e por condensacao
(PASSATORE, 2013).



18

A importancia de entender os processos, 0s tipos e as caracteristicas de
cada um desses materiais, d4 uma compreensdo mais profunda sobre os tipos
de polimeros que serao formados, qual a resisténcia, e até mesmo quanto tempo
sera necessario para a completa decomposi¢do. Na Tabela 1 sdo apresentadas

as principais caracteristicas estruturais desses materiais:

Tabela 1: Caracteristicas estruturais dos polimeros.

Critérios Classe do Polimero
Origem do polimero Natural, Sintético
Numero de monémeros Homopolimero, Copolimero

Método de preparacao do polimero  Polimero de adicao, Condensacgao

Estrutura quimica da cadeia Poli-hidrocarboneto, Poliamida, Poliéster, etc.

Encadeamento da cadeia Sequéncia cabecga-cauda, cabecga-cabeca,
cauda-cauda.

Configuracao dos atomos da cadeia Sequéncia cis, trans

Taticidade da cadeia Isotatico, Sindiotatico, Atatico
Fusibilidade e/ou solubilidade Termoplastico, Termorrigido.
Comportamento Mecanico Borracha ou Elastémero, Plastico, Fibra.

Fonte: Passatore, 2013.

Existem atualmente diversos tipos de polimeros, fabricados de diversas
formas, utilizados em diversas areas tanto no ambito industrial como doméstico.
Dentre esses destacam-se os termoplasticos e termofixos. Os polimeros
termoplasticos sdo aqueles cuja temperatura varia entre 80°C e 130°C, porém
endurecem quando sao esfriados entre 25°C e 30°C. Essa capacidade faz com
que esses materiais sejam utilizados em aplicagbes que necessitam
simultaneamente de calor e pressdo. Por outro lado, os polimeros termofixos
tornam-se permanentemente rigidos durante a sua formacao e ndo amolecem
sob aquecimento (CALLISTER; RETHWISCH, 2013).

Os polimeros ainda podem ser classificados de acordo com as suas
caracteristicas estruturais moleculares conforme mostrado na Figura 1
(CALLISTER; RETHWISCH, 2013).
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Figura 1 - Esquema de classificacdo com base nas caracteristicas das

moléculas poliméricas.
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Fonte: Callister, 2013.

Os polimeros organicos sintéticos sao  polietieno  (PE),
politetrafluoroetileno, polipropileno (PP), polietileno tereflalato (PET), cloreto de
polivinila (PVC), poliestireno (PS) e policarbonatos (PC) (CALLISTER,;
RETHWISCH, 2013). De acordo com estes autores, os plasticos sdo materiais
que apresentam alguma rigidez estrutural e apresentam diversas aplicagées.

O polipropileno (PP) possui diversos nomes comerciais como Herculon,
Meraklon, Moplen, Poly-pro, Pro-fax, Propak, Propathene, sendo classificado
como um material resistente a distorcdo térmica, além de possuir excelentes
propriedades elétricas e resisténcias a fadiga, quimicamente inerte, muito
utilizado por ser relativamente barato. Entretanto ndo apresenta boa resisténcia
a luz ultravioleta (CALLISTER; RETHWISCH, 2013).

Para Santos (2010), o polipropileno (PP) pode ser classificado como um
termoplastico, pertencente a familia dos poliolefinas, tais substancias sao
formadas a partir do processo de polimerizagcao das unidades moleculares de
propileno (mon6meros). Essa molécula pode ser classificada como
hidrocarboneto alifatico insaturado, e sua estrutura quimica pode ser observada
na Figura 2.



20

Figura 2 - Esquema de representacado da reacao de obtengéo do PP.
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De acordo com Petry (2011), o polipropileno (PP) pode ser homopolimeros
(rigido, cristalino, aplicado como fibra térmicas), copolimeros heterofasico ou em
bloco (passam por duas etapas de polimerizagdo e formam um copolimero misto
etileno-propileno que € geralmente disperso em matriz de polipropileno (PP)
homopolimero) e o tipo copolimero estatico ou randémico (obtido pela adigao de
eteno, sendo mais resistente a impactos que o homopolimero e apresenta
excelentes propriedades oticas).

A representacédo de um esquema de producao do polipropileno deixa claro
como esse material é formado. Entretanto ainda segundo Santos (2010) esse
plastico pode apresentar trés tipos diferentes de taticidade (forma espacial que
uma cadeia polimérica pode assumir), sendo elas a isotatico, sindiotatico e
atético.

Esses trés tipos de arranjos e as suas diferencas podem ser vistos nas
(Figuras, 3,4 e 5).

Figura 3 - Arranjo Isotatico do PP.
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Figura 4 - Arranjo Sindiotatico do PP.
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Figura 5 - Arranjo Atatico do PP.
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O arranjo formado pelo polipropileno (PP) atatico como observado na
imagem ¢é irregular. Tal irregularidade estrutural faz com que esse tipo seja
inferior ao polipropileno (PP) isotatico. Para Santos (2010), o PP atatico
apresenta aspectos pegajosos, sendo muito utilizado na producao de adesivos,
selantes e outros tipos. Esse tipo de material € um subproduto da producao de
PP semicristalino.

O tipo polipropileno (PP) isotatico é o mais utilizado na produ¢ao industrial
do polipropileno (PP). Neste arranjo o polipropileno (PP) apresenta um grau de
cristalinidade entre 60%, com excelentes propriedades mecanicas, fisicas e
quimicas, como também bons resultados quanto a sua produtividade (GEDEL,
2021).

O polipropileno (PP) é um tipo de plastico relativamente novo. A sua
descoberta foi creditada a Giulio Natta em 1954 na ltélia, processo no qual
utilizava-se dos catalizadores até entdo desenvolvidos por Karl Ziegler (PORRI,
2009; PETRY, 2011).

O monbmero usado para o processo de polimerizacdo do polipropileno
(PP) é originario do processo de cragueamento da nafta, um composto que
deriva do petréleo. O processo de polimerizacao comercial é o método de
Spheripol, mostrado na Figura 6. O método € composto por um tipo de

polimerizacdo entre massa e meio liquido, como um processo de
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copolimerizagao por leito fluidizado (PETRY, 2011).

Figura 6 - Diagrama simplificado do processo de Spheripol.
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Fonte: Reginato, 2001.

No processo de polimerizagdo do polipropileno (PP) sdo usados
catalizadores Ziegler-Natta (Z/N), uma mistura de TiCls sélido e Al(C2Hs)2Cl, um
complexo metdlico. Os tipos de polimerizagdo podem variar entre polimerizagao
em solucdo, suspensao, massa (bulk) e até mesmo em fase gasosa (PETRY
2011; SILVA 2017).

Assim que processado o polipropileno (PP) pode ser aplicado em diversos
produtos, como garrafas esterilizaveis, filmes para embalagens, gabinetes de
televisores e bagagens (CALLISTER; RETHWISCH (2013).

Vasconcelos (2019) aponta que ainda é possivel produzir canudos,
carpetes, pecas automotivas, seringas descartaveis, caixas de bebidas
utilizando os tipos de polipropileno (PP) disponiveis no mercado.

Segundo Omnexus (2022), os filmes de polipropileno (PP) estédo entre os
principais materiais para produgéo de embalagens devido a sua flexibilidade e
resisténcia. Entre estes encontra-se os CPP (filme de polipropileno fundido),
BOPP (filme de polipropileno orientado biaxialmente), além de serem usados em

moldagem por injecédo, extrusdo, moldagem por sopro e impressdes 3D.
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3.3. MERCADO ECONOMICO DO POLIPROPILENO

Por suas capacidades fisico-quimicas extraordinarias, sua leveza e baixo
custo os materiais como o polipropileno e diversos outros da categoria dos
polimeros vém apresentando avancos expressivos nos ultimos anos. Entre os
anos de 2018 e 2019, a producao global de plastico foi de aproximadamente 370
milhdes de toneladas, e deste montante cerca de 70 milhdes de toneladas foram
polipropileno (PLASTICEUROPE, 2020).

Para Caixeta e Morais (2022), nos préximos anos havera um aumento
significativo dos materiais poliméricos no mercado. Chen et al. (2020) estimam
que até 2050 a produgdo mundial pode chegar a 500 milhées de toneladas.
Outros autores como Gallo et al. (2018) acreditam que esse numero pode ser
ainda maior e podera ficar entre 700 e 1800 milhdes de toneladas.

Este panorama acende um alerta importante principalmente quando os
numeros de producado de plasticos no mundo sdo comparados aos numeros de
plasticos que foram reciclados. Segundo Vasconcelos (2019), estima-se que
cerca de 8,9 bilhdes de toneladas dos materiais poliméricos popularmente
conhecidos como plasticos foram produzidos, e cerca de 6,3 bilhdes de

toneladas deste material tornou-se lixo, como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Producéo de plastico desde de 1950 e seus fins.
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Fonte: Geyer et al. (2017).



24

Um comparativo feito por Vasconcelos (2019) ilustrado na Figura 8,
apresenta os dados de produgéo de plasticos em 2015, no qual o polipropileno
(PP) € o material que apresenta a maior quantidade de producao de residuos.

Figura 8 - Comparativo entre producao e geracao de residuos.
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Fonte: Geyer et al. (2017)

Os dados apresentados sobre a geragdo de residuos a partir do
polipropileno (PP) estdo relacionados as suas aplicagdes. O polipropileno é
utilizado na producao de embalagens, garrafas e utensilios domésticos. Desta
forma é comum encontrar esse material presente nos residuos domésticos, que
muitas vezes sdo descartados de forma irregular. O acumulo do polipropileno
(PP) no meio ambiente tem demonstrado uma grande preocupagao em virtude
do impacto causado, o polipropileno tem baixa resisténcia a luz ultravioleta
sofrendo diversas fragmentacbes até formar o microplastico (MP)
(VASCONCELOS, 2019; OLIVATTO et. al. 2018; CALLISTER; RETHWISCH,
2013).

O novo relatério apresentado pela Plasticeurope 2021, organizacao
composta por produtores, conversores e recicladores de plastico, demonstra
preocupagdao com a reciclagem dos materiais plasticos e seus problemas
ambientais, sendo emergente e previsto 0 aumento significativo de investimentos
em tecnologias de reciclagem de 2,6 bilhdes para 7,2 bilhdes até 2030
(PLASTICEUROPE, 2021).
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3.4. MICROPLASTICOS (MPs)

O termo microplasticos (MPs) é aplicado as pequenas particulas de
polimeros. Entretanto, ndo significa que esses matérias estdo se decompondo,
pelo contrario estao se dividindo em fragées cada vez menores, aumentando o
seu impacto nos ecossistemas aquaticos e terrestres. A decomposi¢cdo dos
polimeros sintéticos € um processo complexo dado ao fato dessas moléculas
apresentarem alta massa molecular (CARPENTER et. al. 1972).

Quanto a definicdo da escala microscépica dos plasticos, ha diferentes
classificagdes na literatura. No entanto, a mais aceita define as particulas de
dimensdes inferiores a 5 mm como microplastico, sendo proposta em 2015 no
Workshop Internacional da National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA, na sigla em inglés), como mostra a Figura 9 (OLIVATTO et. al. (2018).

Figura 9 - Tabela definida no Workshop Internacional da National Oceanic and

Atmospheric Administration ano 2015.

Gregory & Andrady 2003 67 -500 pm = 500 pm

Browne et al 2007 <1pm 1um-1mm >5mm

Arthur et al 2009 < 5mm

Hidalgo-Ruz et al 2012 <5mm

Rocha-Santos 2015 <5mm

Hartmann et al 2015 1nm-1pm 1 pm-1mm imm-1cm=1cm

Gesamp 2015 1nm-5mm
10°° 10 107 10 10°® 104 10 107 (m)
1 nm 1 pm 1 mm 1em

nanoplasticos microplasticos mesoplasticos macroplasticos

Fonte: OLIVATTO et. al. 2018.

Ainda Shim et al. (2016) definem os microplasticos (MPs) como polimeros
organicos sintéticos com tamanho entre 0,001 a 5 mm.

De acordo com Olivatto et. al. (2018), os microplasticos presentes no meio
ambiente recebem dois tipos de classificagdes de acordo com a origem do
material: microplastico primario e microplastico secundario.

Para Shim et al. (2016), os microplasticos (MPs) primarios sdo os na faixa
de 0,001 a 5 mm, sendo aqueles que foram produzidos em tamanhos
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microscépicos para compor a formulagdo de determinados produtos,
denominado pela industria como “pellet”. Por sua vez, o microplastico secundario
€ aquele resultante da fragmentagdo de artefatos de plasticos maiores
descartados no meio ambiente, que tanto pode ocorrer no ambiente aquatico ou
terrestre (OLIVATTO et al., 2018)

E quando esses materiais se instalam no meio ambiente sdo dificeis de
serem removidos do ambiente aquatico e por conta de seu tamanho acabam
tornando-se biodisponiveis para pequenos organismos aquaticos até o
zooplancton, que sao base da cadeia alimentar de muitos peixes (SHIM et al.
2016).

Cole et al. (2013) demonstraram a preocupacao com a ingestdo dos
microplasticos (MPs) pelo zooplancton, pois hd muitas incertezas quanto ao
comportamento desses materiais nestes organismos, principalmente pelos
mesmos representarem organismos da base da cadeia alimentar nos
ecossistemas aquaticos.

Os plasticos sao encontrados em todos os tipos de ambientes costeiros e
marinhos, desde praias, recifes e manguezais em diversas formas e condi¢des
(pellets, fragmentos e objetos). Nao é possivel obter estimativas confiaveis da
quantidade de lixo plastico que chega ao ambiente marinho, mas as quantidades
s&o, no entanto, bastante substanciais (MIRANDA, 2011).

Boerger et al. (2010) e Cauwenberghe et al. (2014) relatam a ingestao de
microplasticos (MPs) em varios niveis troficos da cadeia alimentar de
ecossistemas aquaticos.

Os riscos da presencga de microplasticos (MPs) em ambientes aquaticos
vao além do consumo direto por uma determinada espécie, tornando-se uma
preocupagdo comercial devido sua deteccdo em espécies comerciais como
sardinha (Sardina pilchardus), biqueirdo (Engraulis encrasicolus) e carapau
(Trachurus trachurus) (SILVA, 2020).

Miranda (2011) relata que a Cavala (Scomberomorus cavalla), assim
como o Cacgonete (Pseudoplatystoma corruscans) sdo comumente conhecidos
pelos seus habitos nectdnicos e generalistas, podendo comer peixes pequenos
e médios, moluscos e crustaceos. Sendo assim, o plastico encontrado pode ser
proveniente da sua alimentacdo direta, ou entdo ingerido por alguma de suas

presas.
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3.5. IMPACTOS DO MICROPLASTICO EM AMBIENTES AQUATICOS

De acordo com lvleva et al. (2017), os microplasticos (MPs) sofrem
degradacdo e a formagdao de micro particulas através de processos como
abrasdo mecénica, radiagdo UV e degredagdo microbiolégica no ambiente,
causando a contaminagao dos ecossistemas marinhos e de agua doce.

Olivatto et. al. (2018) preocupam-se com a expos¢ao dos plasticos no
meio ambiente, dado o fato de que somente 1% do plastico que € produzido no
Brasil é direcionado para reciclagem. Sendo assim, um dos possiveis locais de
acumulo serao solos, rios e oceanos.

Montero et al. (2021) avaliaram os efeitos toxicol6gicos do microplasticos
(MPs) em animais aquéticos. A presenca deste material foi associado a resposta
inflamatoério no intestino dos animais que receberam o tratamento com o
microplasticos (MPs). Os resultados demonstram uma grande preocupacao
principalmente no que tange aos ambientes aquaticos.

Jakubowska et al. (2021) apontam que o ingestao do microplasticos (MPs)
tanto por invertebrados como vertebrados podem gerar um série de problemas,
dada a natureza quimica dos produtos poliméricos, que pode trazer efeitos
negativos ao desenvolvimento e crescimento dos animais.

Boerger et. al. (2010) dizem que o acumulo dos microplasticos (MPs) em
ambientes marinhos tem apresentado efeitos negativos e preocupantes a
qualidade de vida deste meio, uma vez que os microplasticos (MPs) tém se
misturado as fontes de alimentos dos animais planctivoros. Essa incorporacao
faz com que estes individuos recebam uma grande carga de MPs e o acumulo
dos mesmos pode trazer consequéncias negativas.

Os microplasticos (MPs) nao tém afetado somente os animais em
ambientes aquaticos. Karami et al. (2017) demonstraram a presenca destes
materiais em 17 amostras de sal de oito paises diferentes para o consumo
humano. O sal marinho € muito utilizado pelos seres humanos em suas refei¢cdes
e a presenga dos MPs nos oceanos ja esta em vias de afetar a espécie humana
diretamente.

Existem diversos estudos sendo realizados para definir quais serdo os

efeitos futuros dada a exposicao dos microplasticos (MPs) e seus danos aos
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organismos nos diversos ecossistemas onde se encontram (BOERGER et. al.
2010; MIRANDA, 2011; JAKUBOWSKA et. al. 2021; MONTERO et. al. 2021).

3.6. TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus)

De acordo com o novo relatério da FAO, O Estado Mundial da Pesca e
Aquicultura 2022 (SOFIA), a atividade aquicola apresentou um crescimento de
5,7% em cultivo de algas e animais aquaticos combinados, com a produgao
global atingindo 122,6 milhdes de toneladas — resultado que também esta
incluido na resposta global a pandemia (FAQO, 2022). Dentre os peixes de agua
doce, a Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) merece destaque, sendo a
terceira espécie mais criada em pisciculturas de agua doce, representando cerca
de 9% da producao global em 2020.

O Brasil consolidou-se como o quarto maior produtor de tilapia do mundo,
com um volume de mais de 534 mil toneladas em 2021 de acordo com a FAO
(PEIXEBR, 2022). A tilapia € uma das trés espécies de peixes mais criadas no
mundo e uma das mais consumidas nos Estados Unidos, potencial importador
da producéo brasileira. Por conta deste potencial produtivo, ha investimento em
varias regides do Brasil para incentivar a producao de pescados (BRASIL, 2014).

Neste contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus, comumente
chamada de “tilapia nilética”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo,
pertencente a familia Cichlidae uma espécie resistente e adaptavel. Para
Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura segue a mesma
tendéncia mundial, com predominio de tilapias niléticas ao invés de tilapias
vermelhas, pois estas apresentam crescimento mais rapido e um rendimento de
filé superior quando comparadas as demais espécies de tilapias.

Estudos aponta que a tildpias-do-nilo espécie O. niloticus por sua facil
adaptacao, e seu importante papel econémico em diversos continentes tem sido
utilizada em varios estudo de toxicologia e influéncia da dieta de organismos
aquaticos (ZICA, 2012; ACAR et. al. 2018; OSMAN et. al. 2018; BADREY et. al.
2019; HAMED et. al. 2019; SOLIMAN et. al. 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. APRESENTAGAO DO ACONDICIONAMENTO DAS TILAPIAS USADAS
NO ESTUDO

Foram utilizadas 60 tilapias-do-nilo (O. niloticus), pesando em torno de
(200 £ 5 g), acondicionadas em seis tanques, com capacidade de 100 L de agua
cada, abastecidos com agua corrente proveniente de pogo artesiano, com vazao
de 1 L/min. Apés a transferéncia de tanque, nos primeiros trés dias os peixes
foram submetidos a banhos em solugdo de NaCl na concentragdo de 6,0 g/L
para reducao do estresse provocado pelo transporte (CARNEIRO; URBINATI,
2001). Os animais foram aclimatados por mais 12 dias para a concentragéo
plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos niveis basais. O
arragoamento (Nutripiscis® - Empresa Presence) foi realizado duas vezes ao
dia, correspondendo a 2% da biomassa dos aquarios. A qualidade da agua foi
determinada nos momentos da alimentacdo, sendo a temperatura e
concentracéo de oxigénio dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o
pH e a condutividade elétrica pelo aparelho YSI, modelo 63. Os valores dos
parametros da 4gua permaneceram dentro da faixa adequada para o bem-estar
de peixes tropicais (oxigénio dissolvido = 4,07 + 0,89 mg L-1; temperatura =
27,64 + 2,05°C; pH = 7,64 + 0,54; e condutividade = 208,29 * 97,57uS/cm)
(BOYD, 1990).

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em seis aquérios (n=10),
constituindo trés tratamentos (controle, e outros dois tratamentos contendo 100
Mg e 500 pg cada). Tais tratamentos foram definidos de acordo com estudo de
Monteiro et. al (2022) aplicado a Dicentrarchus labrax e Huang et. al. (2022)
aplicado a Symphysodon aequifasciatus. O delineamento experimental esta
apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuic&o das tilapias no estudo de seguranca clinica.

Ensaio de Seguranga Clinica

Grupo Tratamento Quantidade de Animais
TH1 Controle 20
T2 Tratamento 100 ug 20
T3 Tratamento 500 ug 20

Fonte: Préprio Autor, 2022.

O ensaio experimental foi realizado no Laboratério de Aquicultura
Sustentavel do Centro Zootécnico da Universidade Brasil, Campus
Descalvado/SP, e conduzido de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotado pelo colégio brasileiro de experimentacao
(COBEA) e aprovado pela comissao de ética no uso de animais (CEUA) sob o
N 2200039.

4.3. PREPARO DA RACAO

A ragao comercial extrusada (Nutripiscis® - Empresa Presence) contendo
36% de proteina bruta, umidade de 12%, extrato etéreo de 70 g/kg, matéria
mineral de 140 g/kg, fibra bruta de 50 g/kg, célcio de 25 g/kg, fésforo de 8 g/kg e
vitamina C de 350 mg/kg (Figura 10). A mesma foi utilizada para compor as
dietas experimentais das tilapias submetidas aos protocolos experimentais. A
alimentacgéo foi realizada duas vezes ao dia (8h e 17h), com administragdo de
2% da biomassa dos tanques. O polipropileno utilizado foi obtido do
departamento de quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos.

Figura 10 - Racdo usada para dieta dos animais

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Para o preparo das dietas, diariamente a ragdo foi pesada
proporcionalmente ao peso médio das tilapias de cada tanque. Em seguida,
foram determinadas as doses de 100 pg kg' p.v e 500 ug kg’ p.v. de
polipropileno, compondo as dietas T1 e T2, respectivamente, as quais foram
previamente homogeneizadas em 2% de 06leo vegetal, para depois serem
misturadas na ragdo. Para padronizacado das dietas e balanco nutricional, foi

adicionado 2% de 6leo vegetal a dieta do grupo controle (T3).

4.4. ALIMENTAGCAO DOS ANIMAIS

A dieta seguiu padrées normais, administrando duas refei¢cbes por dia,
segundo ciclo basico alimentar. Essa dieta com microplastico foi administrado
durante um periodo de 30 dias. Apds o término do periodo experimental os

animais foram removidos e eutanasiados para realizagao dos ensaios clinicos.

4.5. ANESTESIA DOS PEIXES

Os peixes foram anestesiados por imersdo em solugdo aquosa de
benzocaina na proporcdo de 10.000 mg/L para sedacdo dos animais para
captura dos animais e 500 mg/L no momento do eutanasia.

4.6 COLETA DO SANGUE

O sangue dos animais foi coletado do vaso caudal com o auxilio de

seringas descartaveis, conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Coleta de Sangue.

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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4.7 COLETA DE ORGAOS

Fragmentos de figado, bago, coragao, rins, estbmago, branquias e
cérebro que foram coletados para realizagao do indice somatico dos 6rgaos e foi
coletado o intestino para o estudo da microbiota no laboratério de Microbiologia

da Universidade Brasil, Campus Fernandopolis — SP, conforme Figura 12.

Figura 12 - Procedimento de coleta dos 6rgéos.
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Fonte: Préprio Autor.

4.8. AVALIACAO HEMATOLOGICA

Foi realizada a coleta das amostras de sangue dos peixes por pungao de
vaso caudal. As determinagdes das contagens globais de células vermelhas e
brancas foram realizadas em camara de Newbauer, utilizando a solu¢gdo com
diluente na propor¢édo de 1:100 de (NATT; HERRICK, 1952). Foram realizadas
a determinagdo do percentual de hematdcrito em microcentrifuga e da
quantidade de hemoglobina circulante com reagente de Drabkin’s para leitura
em comprimento de onda de 540 nm e os valores de volume corpuscular médio
(VCM) foram obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE) *100 e concentragéo
hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo calculo CHCM = (HG/HT) *100. A
contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes sanguineas com

a contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de
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interesse, apOs coloracdo prévia das extensées com May-Grinwald-Giensa-
Wrigth (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003).

4.9. AVALIACAO DO BIOQUIMICO SERICO

Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante (conforme item 4.8)
foram centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos para obtengédo de soro. O
estudo do bioquimico sérico de aspartato aminotrasferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alacalina (FA), gama glutamiltransferase
(GGT), proteinas totais, albumina, glicose, colesterol, triglicerideos e creatinina
foram determinadas enzimatica e colorimetricamente em analisador bioquimico

semi-automatico (Modelo LabQuest — Bioplus).
4.10. AVALIACAO MORFOMETRICA DOS ORGAOS

Ap6s a necropsia (conforme item 4.7) figado, rim caudal e rim cranial,
baco, estbmago, cérebro, branquias, intestino e coragédo foram coletados para
avaliacao morfométrica que foi realizada de acordo com Weibel et al. (1969),
através da proporcao entre peso do 6rgao (PO) e peso corporal (PC) expressos

como indice somatico pela férmula: indice somatico (IS) = PO X 100/PC.
4.11. ANALISE MICROBIOLOGICA
4.11.1. COLETA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo das analises microbiolégicas foram coletados os
intestinos dos animais usados nos trés tratamento sendo os animais do grupos
controle, gurpo com 500 ug do microplastico de polipropileno e 100 ug do
microplastico de polipropileno, foram selecionados 5 individuos de cada grupos.
O material j& coletado foi mantido em refrigeracéo, e enviados diretamente para
analise no laboratério de Microbiologia da Universidade Brasil campus
Fernandopilis — SP.
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411.2. MEIOS DE CULTURA APLICADOS PARA O CRESCIMENTO
MICROBIANO.

Para o cultivo da microbiota intestinal foram utilizados os meios
agarizados: triptecaseina soja (TSA), agar sangue, McConckey, Salmonella-
Shigella (SSA), Eosina-Azul de Metileno (EMB), Sabouraud-Dextrose e caldo

selenito-cisteina. Todos da Marca Kasvi.
411.3. CULTIVO E IDENTIFICA(;AO DOS MICRORGANISMOS

O material para o cultivo foi obtido com a ajuda de “swabs” estéreis,
friccionados cinco vezes sobre o material e depositados em tubos contendo 10
mL de solu¢do de NaCl estéril (0,5%), homoeneizados por trés minutos (vortex).
A solugéo obtida foi utilizada para o cultivo em caldo selenito-cisteina, (utilizou-
se 1,0 mL) e para realizar diluicbes seriadas (10" — 103).

As diluicbes seriadas (0,1 mL) foram empregadas para a inoculagao nos
meios agarizados: triptecaseina soja (TSA), agar sangue, McConckey, Eosina-
Azul de Metileno (EMB), Sabouraud-Dextrose. As placas de Petri foram
incubadas em aerobiose a 37 °C por 24h e 48h. O cultivo de anaerdbios foi
realizado em meio agar sangue a 37 °C por 24h e 48h. Utilizou-se jarra de
anaerobiose, e como gerador de anaerobiose Gaspak EZ Anaerobe (BBL®).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

O Caldo selenito-cisteina foi incubado a 37 °C por 18h, sob agitagdo (225
rpm), quando 0,1 mL foi inoculado em placas de Petri contendo Agar
Salmonela/Sigella, incubadas a 37 °C por 24h e 48h.

Ap6és o periodo de incubagdo verificou-se o crescimento, as
caracteristicas morfolégicas das colénias e realizou a contagem das mesmas.

As colbnias foram repicadas para realizacao da identificacao por contador
de colénias modelo CP 608 e também identificada pela coloragédo de Gram e por
provas bioquimicas aplicando os meios S.I.M, meios TSI, e o meios CITRATO.
As bactérias Gram-positivas foram submetidas a provas da coagulase, hemdlise
e DNase, enquanto que as Gram-Negativas foram avaliadas pelo sistema
API20E (BioMérieux®).
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4.12. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com trés
tratamentos e 20 repeticoes, sendo que cada peixe foi considerado como uma
repeticdo. Os dados de hemograma, leucograma, bioquimico, analise somatica
dos 6rgaos e microbiota intestinal foram analisados pelo programa Minitab
(2018), por meio de andlise de variancia (ANOVA), normalidade dos erros
(Cramer-Von-Mises) e a homocedasticidade da variancia (Leveve). Quando
observado significancia estatistica, foi aplicado o teste de LSD de Fisher
(P<0,01; 0,05; 0,10), para comparagao entre as médias e o erro padrdo das
médias (EP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os microplasticos (MPs) no ambiente aquatico vém sendo uma grave
preocupacao. Wright e Kelly (2017) associam a ingestao deste material pelas
espécies aquatica em agua doce e marinha, como um problema ambiental sem
precedentes que pode afetar de forma direta a saude desses animais.

Os resultados observados na contagem de eritrécitos, valores percentuais
de hematocrito, hemoglobina, HCM, CHCM e VCM dos animais ndo revelaram
diferencas estatisticas (P<0,01; 0,05; 0,10) entre peixes controles e tratados com
as duas doses de microplastico (MP) — 100 pg de microplastico de polipropileno
e 500 pg de microplastico de polipropileno apresentado na Tabela 3. Para Kim
et al. (2021), os resultados associados ao hemograma do animal podem
demonstrar o estado de saude do mesmo, isso ap0s 0s animais passarem por
diversos meios estressantes, como também ambiente que apresente toxicidade
quimica, tornando-se um excelente parametro para avaliar a saude dos animais
apos a dieta com o polipropileno. Iheanacho e Odo (2020) observaram que a
presenca do microplastico causou mudancas nos valores de eritrocitos, nos
valores percentuais de hematocrito e na quantidade de hemoglobina dos animais
como em outros parametros como hematécrito e hemoglobina do catfish

africano, Clarias gariepinus.

Tabela 3 - Valores médios (xSD) e ANOVA observados na contagem total de
eritrocitos, hematécrito, hemoglobina, VCM, MCHC.

Tratamento®  Eritrécitos Totais Hemoglobina Hematdcritos VCM *® MCHC *
(105/mm?) (g/dL) (%) ) (g/dL)
Controle 1,51+0,04 5,43+0,18 22,7240,73 148,31+4,92 24,49+1,08
T100 ug 1,43+0,04 5,65+0,23 21,7510,51 143,84+4,09 26,19+1,20
T500 ug 1,54+0,07 5,77+0,31 21,61+0,73 148,31+7,68 28,51+1,99
Valor P 0,49 0,76 0,63 0,92 0,33
Valor F 0,71 0,28 0,47 0,09 112

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos
STratamento com 100 ug de Polipropileno; 500 pg - Controle - animais ndo tratado com
Polipropileno
*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Hamed et al. (2019) relataram que a presenca de microplastico (MP)
10000 ug/L e 100000 pg/L apds 15 dias de exposicao resultou em variagdes no
hematécrito, na contagem total de hemacias e na quantidade de hemoglobina
circulante em tilapias, O. niloticus. Diferentemente dos achados destes autores,
nao se observou alteracées significativas (P=0,05) em tilapias alimentadas com
100 pg e 500 pg de microplastico de polipropileno Tabela 3. A forma e o tempo
de exposicdo, bem como o tamanho e composicao dos microplasticos entre
ambos os estudos podem justificar tais achados.

Nos estudos realizados por Choi et al. (2021) é relatado em teste in vitro
danos a membrana das hemacias causados pela exposicao a microplastico de
polietileno. Estes danos poderiam causar disturbios hematolégicos mais graves,
podendo levar a um quadro de hemdlise. Praveena et al. (2013) apontam que a
diminuicdo da hemoglobina pela agéo lesiva do microplastico provocaria
disfungdes teciduais, ja que sdo responsaveis pelo transporte de gases no
organismo dos peixes. Digka et al. (2018) e Hou et al. (2020) sugerem que o
tamanho do microplastico (MP) pode afetar diretamente o sistema circulatério
dos animais provocando mudangas nas propriedades hematoldgicas dos
animais. Ainda de acordo com estes autores, a presenca deste material na
corrente sanguinea causa problema como peroxidagado lipidica, disturbios
metabdlicos e reacdes inflamatodrias.

Os resultados do estudo leucocitario das tilapias alimentadas com

polipropileno estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios (£SD) e ANOVA observados na contagem total de
leucdcitos, trombacitos, monécitos, linfocitos, neutrdfilos das tildpias tratadas
com o polipropileno.

Tratamento®  Leucdcitos Totais Trombécitos Mondcitos Linfocitos Neutréfilos
(ub) (L) (L) (1S) (L)
Controle 41747 95+2699,82° 40502,04+2448,73° 1995 89+277,26 34665,04+2438,33° 5087,01+608,27
T100 pg 47512,18+2784,26° 41237,81+2088,99° 2203,78+193,07 38282,67+1965,07° 5157 24451281
T500 ug 59291,77+£3117 22~ 52858,22+2842.204 1932,57+288,65 51091,06+282560" 6060,41+807,57
Valor P 0,003** 0,010 0,777 0,001** 0,627
Valor F 6,47 5,00 0,25 8,29 0,47

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos

STratamento com 100ug de Polipropileno; 500ug - Controle - animais nao tratado com
Polipropileno

*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Os leucécitos sao células brancas responsaveis pela defesa do organismo
contra agente invasores e infeccbes (BARARDI et. al. 2010). Quando
comparados 0s grupos que receberam o tratamento com microplastico de
polipropileno com o grupo controle observou-se aumento significativo (P<0,01)
no numero circulante de leucécitos totais em animais alimentados com 500 ug
de microplastico de polipropileno Tabela 4. Estes achados foram fortemente
influenciados pelo aumento significativo (P<0,01) de linfécitos Tabela 4.

Para Barardi et. al. (2010), os linfécitos sao células de defesa com papel
central no sistema imune dos peixes, auxiliando na coordenacéo da imunidade
inata e adaptativa. O aumento dos leucdécitos nas tilapias expostas ao polimero
sugere a ocorréncia de alterag6es inflamatorias pela agéo lesiva do polipropileno
no organismo dos peixes.

Nos peixes os trombédcitos participam dos mecanismos de defesa e
auxiliam o processo de coagulacdo sanguinea, participando dos processos de
cicatrizacdo e reparagdo tecidual (BARARDI et. al. 2010). O aumento
significativo (P<0,01) na contagem de trombdcitos em tildpias alimentadas com
500 ug de microplastico de polipropileno Tabela 4, corroboram a hip6tese de
alteracoes inflamatérias decorrentes da presenca do polimero. Bhagat et. al.
(2020) associam lesbes no intestino da Sparus aurata com a presenca dos
nanoplastico de polimetiimetacrilato (NPs-PMMA). A concentracdo de 1000 e
10000 pg/L pode ocasionar efeitos diretamente ao sistema imune do peixe.

Nao se observou variagdes significativas nas contagens de mondcitos e
neutrofilos, respectivamente em tilapias alimentadas com polipropileno Tabela 4.
Ambos os tipos de células apresentam grande importancia na imunidade inata,
sendo os neutrofilos associados principalmente em reagdes agudas e 0s
mondcitos/macrofagos associados as respostas crénicas (ARACATI et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2021; COSTA et al., 2022).

O contato com microplastico de polietileno aumentou significativamente a
respostas imunes em Dario rerio adulto que receberam 1000 pg/L e 100 pg/L,
incluindo tanto os niveis de lisozima associado as contagens de neutrofilos
(LIMONTA et. al. 2019). Tilapias, O. niloticus, expostas a microplasticos
apresentaram aumento do numero de neutrofilos apds exposi¢édo de 10000 pg/L
e 100000 pg/L do microplastico na agua (HAMED et. al., 2019).
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A exposicdo ao polipropileno resultou em aumento significativo da
atividade sérico enzimatica de ALT e AST nas tilapias Tabela 5. E aumento nao
significativo na atividade da enzima fosfatase alcalina. De acordo com Kim e
Kang (2016) AST, ALT, FA sao componentes enzimaticos usados como

indicadores de citotoxicidade hepatica nos peixes.

Tabela 5 - Valores médios (xSD) e ANOVA observados na atividade
enzimatica de AST, ALT, FA das tilapias tratadas com o polipropileno.

Tratamento? ALT FA AST
(UL) (UL) (UL)
Controle 8,50+0,88% 22,68+2,39 89,8013,67¢
T100 pg 11,13+0,308 25,7946 44 154,38+4,12°
T500 pg 19,90+0,81~ 29,40+1,00 226,93+12 234
Valor P 0,001*** 0,300 0,001%**
Valor F 3,14 1,56 18,05

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos
STratamento com 100ug de Polipropileno; 500ug - Controle - animais ndo tratado com
Polipropileno
*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.

O aumento observado nos grupos que receberam 500 pg de microplastico
de polipropileno para os parametros AST e ALT Tabela 5 indica danos as
membranas celulares dos hepatdcitos, confirmando os achados descritos por
Kavitha et al. (2012) em Cyprinus carpio. Hamed et. al. (2019) observaram o
mesmo aumento significativo em tildpias, O. niloticus, quando expostas em
aquarios com dosagem de 10000 e 100000 ug/L. Banaee et. al. (2019) também
relataram o mesmo aumento dos parametros ALT e FA em C. carpio apds
contato com microplastico de polietino a dosagem de 250 e 500 pg/L o autor
complementa relacionando a causa do aumento por danos sofridos a
mitocondrias € membranas celulares. Haghi e Banaee (2017) demonstraram
aumento significativo de ALT em C. carpio ap6s o contato destes animais com
microplastico (MP) nas dosagens de 1000 pg/L e 2000 ug/L.

Wen et al. (2018) apresentaram um relato de aumento significativo para
FA na espécie Symphysodon aequifasciatus ap6s exposi¢ao a microplastico de
polietileno na dosagem de 25000 pg/L, sugerindo a ocorréncia de danos

hepaticos nestes animais. Entretanto, ndo se observou aumento significativo na
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atividade enzimatica de FA em tilapias alimentadas com dieta contendo
polipropileno. Em contra partida, Brandts et al. (2020) observaram diminuicdo
nos niveis de glicose, colesterol, AST, ALT e FA em Sparus aurata quando
expostos a microplasticos de PMMA (polimetilmetacrilato) na dosagem de 10000
Mo/L.

Os danos causados nas membranas celulares dos hepatécitos com
extravasamento de AST e ALT, podem causar disturbios hormonais e na
funcionalidade metabdlica dos peixes (Kim et al., 2021), ocasionado alteragdes
nos valores circulantes de glicose, colesterol e triglicerideos. Foram avaliados
neste estudo os niveis séricos de proteina total, glicose, colesterol, triglicerideos,
albumina e creatinina das tilapias O. niloticus expostas ao consumo de
microplastico de polipropileno Tabela 6. Para Roda et al. (2020) os niveis
circulantes de glicose dos animais sao mantidos por meio da homeostase, assim
existe um equilibrio da producao da glicose e o armazenamento do glicogénio
como fonte de energia. A glicemia observa a quantidade de glicose presente na
corrente sanguinea de um individuo e pode ser provocada por diversos fatores
(GOMES et. al. 2017). Quando comparados 0S grupos que receberam o
tratamento com microplastico de polipropileno nao revelou-se diferencas
estatistica (P>0,10) apds os 30 dias da dieta, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios (£SD) e ANOVA observados na atividade
enzimatica de, albumina, colesterol, triglicerideos, proteinas totais, creatina,
gliceia das tilapias tratadas com o polipropileno.

Tratamento® Albumina Colesterol Glicemia
(g/dL) (g/dL) (mg/dL)
Controle 1,19+0,07 114,338,278 56,23+1,49
T100 ug 1,38+0,09 117,419,808 55,50+2,82
T500 ug 1,25+0,06 147,937,934 62,05+3,75
Valor P 0,430 0,019* 0,44
Valor F 0,84 4,56 0,84
Tratamento® Triglicerideos Proteinas Totais Creatina
(p9) (g/dL) (mg/dL)
Controle 77,20+11,73 2,790,18 0,89+0,03*
T100 ug 72,63+7,84 2,7410,13 0,7610,048
T500 ug 108,26+9,90 3,07+0,13 0,63+0,048
Valor P 0,364 0,502 0,100*
Valor F 1,05 0,70 1,39

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos
STratamento com 100ug de Polipropileno; 500ug - Controle - animais ndo tratado com
Polipropileno
*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Hamed et al. (2019) descreveram aumento significativo da glicemia de
tilapias expostos a aquarios com dosagem de 10000 pg/L e 100000 ug/L de
microplastico. Diferentemente, deste estudo, em que as tilapias que receberam
100 pg e 500 ug de microplastico de polipropileno na dieta ndo demostraram
diferencas significativas nos valores séricos de glicose. Banaee et al. (2019)
verificaram o aumento da glicemia, colesterol e proteinas totais em Cyprinus
carpio apés ap6s contato com microplastico de polietileno nas dosagens de 250
pg/L e 500 pg/L.

Os niveis séricos de colesterol podem estar associados a problemas
metabolicos e danos no figado dos animais. (SLHESSARENKO, 2018; KIM et
al., 2021). Tilapias alimentadas com 500 pg microplastico de polipropileno
apresentaram aumento significativo (P<0,05) nos valores séricos deste lipideo
Tabela 6. Para Brandts et al. (2020), o colesterol € uma das fontes de energia
essencial do organismo do animal como também das membranas celulares e
vias de sinalizagao e do reconhecimento celular. Kim et al. (2021) sugerem que
0os microplasticos (MPs) podem inibir enzimas fundamentais do metabolismo
lipidico, provocando o aumento do mesmo na corrente sanguinea.

Brandsts et al. (2020) descreveram um aumento significativo do colesterol
na espécie Sparus aurata quando exposta a microplastico de PMMA
(polimetilmetacrilato) na dose de 10000 pg/L levando assim o animal a
problemas nutricionais severos. Karami et al. (2016) apontam a importancia do
figado como 6rgao responsavel pela metabolizagdo dos lipideos e relatam como
o MPs podem afetar seu funcionamento. Com relacdo aos dados apresentados
por estes autores houve um declinio significativo do colesterol na espécie C.
gariepinus quando colocados em contato com a micropléstico polietileno na
concentragcéo de 500 pg/L.

Os triglicerideos sao lipideos essenciais para manutengao do organismo
e podem ser usados como fonte de energia (SLHESSARENKO, 2018). Quando
comparados 0s grupos que receberam o tratamento com microplastico de
polipropileno ndo se observou diferengas estatisticas (P>0,10) apds os 30 dias
de dieta com este polimero Tabela 6. Banaee et al. (2019) observaram que os
microplasticos (MPs) provocaram aumento nos niveis séricos de triglicerideos

em Cyprinus carpio.
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Creatinina € um parametro que permite analisar o funcionamento dos rins
(FISCHER, 2021). Quando comparados 0s grupos que receberam o tratamento
com microplastico de polipropileno revelou-se diferencas estatistica (P<0,10)
apos os 30 dias de dieta, com diminuicao significativa dos niveis de creatinina
nos peixes tratados com 500 pg de microplastico de polipropileno Tabela 6.

Os valores de proteinas totais e albumina Tabela 6 revelaram diferengas
estatisticas (P>0,10) ap6s os 30 dias de dieta com os tratamentos de 100 e 500
pg de microplastico de polipropileno, corroborando os achados de Espinosa et
al. (2017) que nao verificaram mudancgas nos niveis de proteinas totais em S.
aurata apos 30 dias de exposi¢ao a microplastico de PVC (policloreto de vinila)
na dose de 500 mg/kg, indicando normalidade no equilibrio osmético nos peixes
apo6s 30 dias de exposicao a microplastico de PVC (policloreto de vinila). Por
outro lado, Karami et al. (2016) constataram aumento das proteinas totais em C.
gariepinus apdés a exposicdo a 500 pg/L de polietileno de baixa densidade.
Hamed et al. (2019) observaram aumento significativo das proteinas totais em
O. niloticus apés contato com dosagem de 10000 pg/L e 100000 upg/L de
microplastico na 4gua dos aquarios.

Diversos fatores podem provocar o aumento ou diminuicao das proteinas
totais na corrente sanguinea em animais, estudos apontam € que o
microplasticos (MPs) presente diretamente na dieta de um peixe ou de agua
doce ou marinha pode interromper processos importantes como a sintese de
novas proteinas e até outra fungées importantes das células (YONG et al. 2020;
KIM et al. 2021).

O estudo somatico dos érgaos revelou aumento significativo dos indices
somaticos do coragéo, figado e estdmago de tilapias expostas ao microplastico
de polipropileno Tabela 7. Nao se observou variagdes significativas nos inidices
somaticos do bacgo, cérebro, branquias, rim cranial e caudal Tabela 7. Lu et. al.
(2022) relataram aumento do indice hepatossomatico como também o tamanho
dos hepatécitos e o nivel de glicogénio hepatico em perca amarela (Perca
flavescen) expostas a polietileno de alta densidade (HDPE) em concentragdes
de 100 a 125 pym.
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Tabela 7 - Valores médios (£SD) e ANOVA observados no indice somatico do
baco, coracao, figado e estbmago, rim caudal, rim cranial, branquias e cérebro

das tilapias tratadas com o polipropileno.

Tratamento® Baco Coracgao Figado Estémago
(%) (%) (%) (%)
Controle 0,025+0,0022 0,030+0,0028 0,350+0,034° 0,131+0,008°
T100 pg 0,028+0,0028 0,0431+0,003*8  0,471+0,028"8 0,179+0,013*
T500 pg 0,030+0,0023 0,060+0,006* 0,520+0,059* 0,161+0,010%8
Valor P 0,562 0,050** 0,093* 0,077*
Valor F 0,58 3,09 2,48 2,68
Tratamento® Rim Caudal Rim Cranial Branquias Cérebro
(%) (%) (%) (%)
Controle 0,062+0,005 0,077+0,008 0,086+0,006 0,092+0,005
T100 pg 0,074+0,006 0,077+0,007 0,105+0,008 0,094+0,005
T500 pg 0,059+0,006 0,071+0,007 0,095+0,006 0,100+0,004
Valor P 0,395 0,870 0,0327 0,700
Valor F 0,94 0,14 1,14 0,36

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos
STratamento com 100ug de Polipropileno; 500ug - Controle - animais ndo tratado com
Polipropileno
*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.

O aumento somatico do figado em tilapias expostas ao microplastico de
polipropileno corrobora os achados de aumento de ALT e AST, bem como de
aumento do numero de leucécitos circulantes, confirmando a hipdtese de
disturbios inflamatérios resultados da exposicao crénica ao polimero. Resultados
de alteragbes hepaticas decorrentes de exposicdo a diferentes tipos de
polimeros foram descritos por diversos autores (KIM; KANG et. al., 2016; PITT
et. al. 2018; WEN et. al. 2018; UMAMAHESWARI et. al. 2020).

O indice somatico dos coracbes das tilapias que receberam os
tratamentos com o microplastico de polipropileno quando comparados entre os
tratamentos revelou-se diferencas significativas apresentando um efeito dose-
resposta para o aumento do indice somatico do érgao Tabela 7. De acordo com
Browne et al. (2008), a exposicdo de peixes aos microplasticos pode ainda
provocar danos aos tecidos vasculares e até mesmo as atividade cardiacas.
Para estes autores a presencga do microplastico no organismos dos peixes induz
a trombose nos animais, corroborando os achados de tilapias que além de
apresentarem cardiomegalia apresentavam aumento significativo na contagem
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de trobdcitos circulantes. O aumento do coragdo da O. niloticus foi verificado
conforme aumentou a dosagem do microplastico de polipropileno, um indicio é
que o material possa estar provocando alteragdes circulatorias congestivas,
aumentando o esforgo cardiaco e resultando em hipertrofia do 6rgao.

Obsevou-se aumento no indice somatico do estbmago de animais
alimentados com microplastico polipropoleno na dieta, sendo estatisiticamente
superior quando comparado animais alimentados com 100 pg do microplastico
aos peixes do grupo controle Tabela 7. O aumento deste 6rgdo sugere a
ocorréncia de altereacdes inflamatorias, resultando em extravasamento de
liquidos e formagdo edema pela acdo lesiva exercida pelo microplastico,
corroborando observagdes descritas por BRATE et al. (2016), LIBOIRON et al.
(2016), AZAD et al. (2018) e SILVA et al. (2022).

O indice somatico do baco, branquia, cérebro, rim caudal e cranial ndo
apresentaram alteragdes significativas Tabela 7, ap6s os 30 dias de alimentagéao
com 100 e 500 pg do microplastico de polipropileno quando comparado aos
animais controles. Bem como alteracbes branquiais, possivelmente devido a
exposicao ter sido realizada por via digestoria e ndo respiratéria na agua dos
aquarios.

A auséncia de alteragdes nos rins, no bago, no cérebro e branquias
sugerem a hipotese de baixa absorcdo do microplastico no intestino, assim
sendo as alteracbes observadas estariam relacionadas a presenca lesivo do
mesmo no tratogastrintestinal das tilapias, comprometendo o estdbmago e o
sistema porta-hepatico , e consequentemente a circulagdo de retorno venoso
para o coragdo, possivelmente associados disturbios inflamatérios decorrentes
da presencga do polimero.

Para aumentar a compreensao dos impactos causados pela presenga do
microplastico no tratogastrintestinal das tilapias foi realizada a analise da
microbiota presente no intestino delgado. Os resultados das contagens de
mesofilos aerdbios e microrganismos Gram negativos estdo apresentados na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores médios (xSD) e ANOVA observados na contagem de
mesofilos e bactérias Gram negativas presentes no intestino das tilapias
tratadas com o polipropileno.

Tratamento® Mesofilos Gram Negativas
Controle 11,92+0,024 8,27+0,47°¢
T100 ug 10,62+0,04° 9,84+0,14°
T500 ug 10,23+0,02¢ 10,860,024
Valor P 0,001** 0,001***
Valor F 794,69 21,31

Médias (n=10) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Fisher (P<0,01 - 0,05 - 0,10)
2Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os
diferentes tratamentos
STratamento com 100ug de Polipropileno; 500ug - Controle - animais ndo tratado com
Polipropileno
*significativo para P<0,10; **significativo para P<0,05; ***Significativo para P<0,01.

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os mesdfilos sdo microrganismos que conseguem se desenvolver em um
ambiente com temperatura entre 20 °C e 40 °C (NASCIMENTO, 2010). O estudo
da microbiota intestinal das tilapias-do-Nilo demonstrou disbiose da microbiota
intestinal com a diminuigdo de microrganismos aerobios meséfilos e aumento de
microrganismos Gram-negativos em animais tratados com o polimero, sendo
estes achados mais significativos em animais alimentados com 500 pg do
microplastico de polipropileno (Figura 19).

Hou et al. (2022) relataram que o particulas de poliestireno (PS-MPs) de
1 um e 1000 pg/L em peixinho raros (Gobiocypris rarus) em um periodo de 14 e
28 dias, observando com seu estudo inflamacao intestinal, estresse oxidativo,
com 28 dias a analise intestinal ja apresentava aumentos significativos das
Proteobacteria (Gram-negativas) e diminuicdo das Actinobacteria (Gram-
positiva), sugerindo a disbiose da microbiota.

Medriano e Bae (2022) observaram aumento significativo de Fusobacteria
e Proteobacteria (Gram Negativas), e a diminuicao significativa Firmicutes
(Gram-positiva) em peixe-zebra (Danio rerio) expostos a microplasticos de
polietileno (PE) e microplastico de poliéster (PES), além de varios outros
disturbios metabdlicos.

Xie et al. (2021) constararam em seu estudo com peixe-zebra (Danio rerio)
a diminuicao de Firmicutes (Gram Positiva) e Verrucomicrobiota (Gram-positiva)
no intestino depois 21 dias exposto a 1000 ug/L de microplasticos (MPs) e
nanoplasticos (NPs). Entretanto, géneros de Actinobacteria (Gram-positiva)
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diminuiu em contato com microplasticos (MPs), mas aumentou em contato com
nanoplasticos (NPs). Vale destacar no estudo destes autores que ocorreu
também aumento significativo de bactérias do género Aeromonas (Gram-
negativas) nos dois tratamentos microplasticos (MPs) e nanoplasticos (NPs).

Marana et al. (2022) relataram que peixe-zebra (Danio rerio) expostos a
particulas de poliestireno de 500 nm apresentaram disbiose da microbiota
intestinal, inflamacao e distarbios metabdlicos. Zhang et. al. (2021) em seu
estudo com Oryzias melastigma expostos a microplastico de poliestireno (PS-
MPs) 10000 pg/L por 60 dias, relataram que houve alteracdes na diversidade e
composicdo microbiana do intestino com aumento do filo Verrucomicrobia e
relacdo Firmicutes/Bacteroidetes (Gram-negativas), bem como diminuicao de
Fusobacteria (Gram-negativas).

Montero et al. (2022) descreveram em seu estudo com Juvenis de robalo
europeu (Dicentrarchus labrax) alimentados por um periodo 60 dias com ra¢des
compostas por microplasticos de polipropileno (PP), alteragées na composi¢ao
bacteriana da microbiota intestinal, tendo como consequéncia a diminuigcao de
bactérias benéficas do acido lactico e 0 aumento de microrganismos patogénicos
(Proteobacteria e Vibrionales).

De acordo com Belo e Charlie-Silva (2021), alteragdes na imunidade de
trato gastrintestinal podem resultar em variagbes significativas dos
microrganismos presentes no intestino, favorecendo determinados grupos de
microrganismos em detrimento a outros. Tildapias tratadas com 500 pg do
polipropileno foram positivas para a presenca de Salmonella spp., Proteus
vulgaris, Bacteroides spp. € Aeromonas spp. que sdo microrganismos Gram-
negativos, além de serem negativas ao crescimento de microrganismos Gram-
positivos como Staphylococcus spp., Micrococcus spp. e Lactobacilus spp.
Tabela 9. Estas alteragbes comprometem a funcionalidade do trato
gastrintestinal, resultando em alteracées do processo digestivo e na saude dos

peixes.
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Tabela 9 - Microrganismos observados na contagem de bactérias Gram

negativas presentes no intestino das tilapias tratadas com o polipropileno.

Espécies bacterianas Tratamentos

100 ug 500 pg Controle
Escherichia coli Positivo Positivo Positivo
Salmonella spp Positivo Positivo Negativo
Pseudomonas spp Positivo Positivo Positivo
Proteus vulgaris Negativo Positivo Negativo
Bacteroides spp Positivo Positivo Negativo
Aeromonas spp Negativo Positivo Negativo
Staphylococcus spp Negativo Negativo Positivo
Micrococcus spp Positivo Negativo Positivo
Bacillus spp Positivo Positivo Positivo
Lactobacillus spp Positivo Negativo Positivo

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os peixes sao fontes primordiais de alimentacao, sendo que a O. niloticus
tem um lugar de destaque na economia brasileira. Nesse sentido, a presenca de
microrganismo como Salmonella spp torna-se preocupante, pois, pode ser

patogénicos aos seres humanos (MELLO, 2008).

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a presenga do microplastico de
polipropileno na dieta da tilapia-do-nilo provocou efeitos deletérios na saude dos
peixes entre os impactos diretos provocado pelo material na saude das tilapias-
do-nilo sdo, processos inflamatoérios apresentado pelo parametro leucograma,
danos hepéticos, renal e cardiaco apresentados pelos parametros bioquimicos
e a avaliagdo do indice somaticos dos 6rgéaos, como também disbiose da analise
microbiolégica do material intestinal.

Os microplasticos continuaram sendo um problema ambiental relevante,
pouco se sabe sobre seus efeitos diretos no organismo dos peixes como a
relagdo entre o tamanho do microplastico e os efeitos diretos as analises de
hemograma, e como o tipo de microplastico pode interferir na microbiota

intestinal e os efeitos metabolicos provocados pelo material.
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