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RESUMO

Efeitos ocasionados pela ingestao de microplasticos no lambari rosa (4styanax

altiparanae)

Microplasticos, particulas plasticas menores que 5 mm, sdo facilmente encontrados em
ecossistemas aquaticos e podem ser ingeridos por uma grande variedade de organismos,
como os peixes. O lambari rosa (Astyanax altiparanae) ¢ um peixe micréfago, ou seja, que
se alimenta de seres e particulas microscopicas, se tornando suscetivel a ingestdo de
microplasticos no meio ambiente. Além disso, o lambari rosa possui grande importancia
econdmica ¢ alimenticia, sendo utilizado como isca para pesca, na aquariofilia, como
predador de larvas e no consumo humano. Dessa forma, o presente estudo visou avaliar os
possiveis efeitos ecotoxicologicos ocasionados no lambari rosa (n = 450) pela ingestdo de
microplasticos dos polimeros polietileno (PE) e polietileno tereftalato (PET), uma vez que
microplasticos do polimero PE sdo os mais relatados em amostras de dgua superficiais e as
fibras téxteis do polimero PET correspondem a um dos principais aportes de
microplasticos na coluna d’adgua. Os parametros observados para avaliar a toxicidade
foram: mortalidade, peso, alteragdes no comprimento/biometria e malformagdes. Por fim,
foi monitorada a digestdo e excrecdo dos microplasticos ingeridos, sendo que a detecgao
dos microplasticos coletados do trato gastrointestinal e das fezes foi realizada por meio de
técnicas microscopicas e de coloracdo. Ao final do experimento, observou-se que a
exposicao dietética, especialmente do polimero PET, foi responsavel por ocasionar efeitos
ecotoxicologicos no lambari rosa, como mortalidade e alteracdes na biometria. Ainda, a
acumulacdo de microplésticos de ambos os polimeros no trato gastrointestinal do lambari
rosa também foi evidenciada. Portanto, este estudo deve ser combinado com pesquisas e
tentativas de mitigagdo ambiental, visto que fica claro o potencial nocivo que os
microplasticos apresentam para o ambiente, e, especialmente, para os animais aquaticos

que podem ingeri-los.

Palavras-chave: ecotoxicologico, bioacumulacao, dgua doce.



ABSTRACT

Effects caused by the ingestion of microplastics in the lambari rosa (Astyanax

altiparanae)

Microplastics, plastic particles smaller than Smm, are easily found in aquatic ecosystems
and can be ingested by a wide variety of organisms, such as fish. The lambari rosa
(Astyanax altiparanae) is a microphagous fish that feeds on microscopic beings and
particles, becoming susceptible to the ingestion of microplastics in the environment. In
addition, the lambari rosa has great economic and culinary importance, being used as bait
for fishing, in aquariums, as a predator of larvae and in human consumption. Thus, the
present study aimed to evaluate the possible ecotoxicological effects caused by the
ingestion of microplastics from polymers such as polyethylene (PE) and polyethylene
terephthalate (PET) in the lambari rosa (n = 450), once PE polymeric microplastics are the
most reported in surface water samples and textile fibers of the PET polymer corresponds
to one of the main contributions of microplastics to the water column. The observed
parameters to assess toxicity were: mortality, weight, length/biometrics changes and
malformations. Finally, digestion and excretion of the ingested microplastics were
monitored, and the detection of microplastics collected from the gastrointestinal tract and
feces were done using microscopic and dyeing techniques. At the end of the experiment, it
was observed that dietary exposure, especially to the PET polymer, was responsible for
causing ecotoxicological effects on lambari rosa, such as mortality and changes in
biometry. Furthermore, the accumulation of microplastics of both polymers in the
gastrointestinal tract of lambari rosa was also evidenced. Therefore, this study should be
combined with research and attempts at environmental mitigation, since it is clear the
harmful potential that microplastics have for the environment, and especially for aquatic

animals that can ingest them.

Keywords: ecotoxicological, bioaccumulation, fresh water.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Na ultima década, particulas de polimero sintético com tamanho inferior a 5 mm,
denominadas microplasticos (Figura 1), tém se tornado alvo de grande preocupagdo
ambiental global, devido ao aporte crescente e frequente dessas particulas provenientes de
materiais amplamente utilizados pela sociedade atual (Olivatto ef al., 2018). No ambiente
aquatico, as principais classes de microplasticos relatadas sdo fragmentos, granulos
(microbeads) e fibras (Hidalgo-Ruz et al., 2012). Fragmentos de microplasticos sao
originados a partir da fragmentagdo de residuos plésticos descartados inadequadamente no
ambiente, como consequéncia da exposicdo das acdes das intempéries, sendo estes
microplasticos classificados como microplasticos secundarios (Kershaw e Rochman,
2015). Granulos também sdo comumente empregados na formulacdo de cosméticos para
efeitos abrasivos na higienizacao da pele, tais particulas de tamanho reduzido atingem o
ambiente aquatico através do lancamento de esgoto doméstico (Dauvergne, 2018). Fibras
provenientes de materiais téxteis sao liberadas durante o procedimento da lavagem de tais
tecidos sintéticos e também contribuem com o aporte de microplasticos para o ambiente
aquatico através do langamento de efluentes domésticos contendo esse material (Pirc ef al.,

2016).
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Figura 1: Microplésticos, particulas plasticas com tamanho inferior a 5 mm (Bergmann, Gutow e
Klages, 2015).

O plastico do polimero polietileno (PE) ¢ considerado como um dos principais
polimeros produzidos a nivel global, uma vez que esse polimero estd presente na
confeccdo de objetos plasticos nos mais variados setores e também ¢ o polimero
predominantemente relatado nas amostras de microplasticos do tipo fragmentos e
microbeads coletadas em aguas superficiais (Li, Busquets e Campos, 2020).

Na industria téxtil, sdo utilizadas tanto fibras naturais, como o algoddo e a 13,
quanto fibras sintéticas, como o poliéster (polietileno tereftalato (PET)), nailon (poliamida

(PA)), elastano (85% poliuretano (PU)), acrilico (poliacrilonitrila (PAN)) e a poliolefina



(polipropileno (PP)) (Dris et al., 2017). As fibras sintéticas sdo responsaveis por
aproximadamente 60% do consumo mundial de fibras, sendo utilizadas para suplementar
as fibras naturais na industria téxtil ha mais de 50 anos e, com isso, esses tecidos sdo
amplamente utilizados em diversos produtos, como roupas e tapetes (Cesa et al., 2017).

Browne et al. (2011) foram os primeiros pesquisadores a identificarem o processo
de lavagem (ciclos a 40°C e 600 rotacdes por minuto) como uma fonte poluidora de fibras
microplasticas, sendo que, segundo eles, uma tnica peca de roupa feita de poliéster pode
liberar cerca de 1.900 microfibras por lavagem. Outro estudo de Napper e colaboradores
(2016) analisou a liberacao de fibras plasticas de tecidos feitos a partir de poliéster, acrilico
e uma mistura de poliéster e algoddo (Napper et al., 2016). Tais tecidos foram lavados em
diferentes condicdes de temperatura e com diferentes concentragdes de detergentes. Os
resultados encontrados mostraram que cerca de 700.000 fibras podem ser liberadas a partir
de uma lavagem de cerca de 6kg de roupas feitas a partir de tecido sintético. Dessa forma,
devido ao tamanho reduzido dessas fibras, uma quantidade consideravel delas nao ¢ retida
pelo tratamento de esgoto, atingindo entdo ambientes aquaticos (Water Environment
Federation, 2003).

Nesse contexto, esses tipos de microplasticos ja foram encontrados em diversos
habitats, incluindo praias (Nel e Froneman, 2015), sedimentos (Frias ef al., 2016), 4guas
superficiais (Lusher et al., 2015) e até areas remotas, como geleiras polares (Obbard et al.,
2014), o que demonstra a onipresenca dessas particulas nos diferentes compartimentos
ambientais (Olivatto et al., 2019). Estudos também mostraram que essas microfibras
podem ser inaladas por humanos, impactando negativamente na funcionalidade dos
pulmdes (Dris et al.; 2017).

A ingestdo de microplasticos ja foi registrada em diversas espécies, como peixes
(Cartes et al., 2016), camardes (Devriese et al., 2015) e mexilhdes (Li et al., 2015). As
microparticulas plasticas possuem tamanho similar ao plancton, podendo ser facilmente
ingeridas por uma ampla gama de organismos. Essa ingestdo pode apresentar riscos fisicos
para pequenos animais, como os peixes. Além da obstru¢do do trato digestivo, dependendo
do tamanho da particula ingerida e do tamanho do animal, também pode haver uma falsa
sensacdo de saciedade, o que pode levar a desnutri¢do do animal, bem como a alteragdes
hormonais que irdo afetar a sua taxa de reprodugdo e de crescimento (Van Franeker e Law,
2015). A ingestao de microplasticos ja foi reportada em mais de 150 espécies de peixes,

tanto de 4gua doce quanto salgada (Jabeen et al., 2017).



Em um estudo realizado por Jemec et al. (2016), foi analisada a ingestdo de
microfibras téxteis do polimero PET (em torno de 300 um) pelo microcrustaceo Daphnia
magna, sendo que houve um significativo aumento na mortalidade dos microcrustaceos
expostos as microfibras apos 48h. Em outro estudo, Murray e Cowie (2011) observaram a
presenca de fibras plasticas no conteido estomacal de pequenos peixes que eram
consumidos pela populagdo local, colocando em risco a seguranca alimentar e a saude
humana. Outro estudo realizado por Ory et al. (2017) comparou microplasticos e
organismos planctonicos de aguas superficiais que sdo consumidos por animais marinhos,
como os peixes. Para isso, cavalinhas (Decapterus muroadsi) foram coletadas para testar a
hipotese de que peixes acabam ingerindo acidentalmente microplasticos que se
assemelham a sua presa natural. Os resultados mostraram que cerca de 80% dos peixes
ingeriram microplasticos, principalmente particulas de polietileno que se assemelhavam
em cor e tamanho as espécies azuis de copépodes consumidas por esse peixe. Dessa forma,
peixes que possuem habito alimentar planctivoro estdo extremamente expostos a ingerirem
microplasticos flutuantes de forma acidental, ao confundirem tais particulas com suas
habituais presas.

Apds a ingestdo, os microplasticos podem permanecer no trato digestivo, ser
excretados ou absorvidos do trato digestivo (Triebskorn et al., 2019). Em um estudo
realizado por Grigorakis et al. (2017), peixes dourados foram alimentados com microfibras
plasticas obtidas a partir do processo de lavagem em maquina. Apods cerca de 6 dias, uma
pequena quantidade de microparticulas pléasticas havia ficado retida no trato
gastrointestinal desses peixes, sendo que o tempo de excregdo correspondente a 50% e
90% dessas particulas foi de 10 e 33.4h, respectivamente. No entanto, a transferéncia
trofica de microesferas fluorescentes do polimero poliestireno (PS) (10 pm) do
zooplancton para o camardo Mysis relicta foi observado por Setild et al. (2014). M. relicta,
que tinha sido mantido junto com o zooplancton (copépodes e larvas de poliqueta)
pré-exposto por 12h a microplésticos, continha microesferas de PS em seu estobmago. A
transferéncia tréfica de microplasticos de mexilhdes (Mytilus edulis) para caranguejos da
costa (Carcinus maenas) também foi mostrada para microesferas fluorescentes de PS com
0,5 um e 8-10 um de diametro (Setéld et al., 2014). Logo, a literatura atual acerca desse
tema ¢ inconclusiva e sdo poucas as evidéncias experimentais sobre essa problematica,
especialmente quando se trata de animais de agua doce, sendo, portanto, necessaria a

avaliagdo em outras espécies.



Os lambaris sdo peixes que pertencem a familia Characidae (ordem
Characiformes), sendo o género Astyanax o mais numeroso (Nelson, 2006). O lambari rosa
(Figura 2) ¢ uma espécie que esta sendo amplamente utilizada como modelo experimental
na area da biologia, ecotoxicologia e fisiologia reprodutiva (Gomes, 2013). Individuos
desta espécie possuem pequeno porte (10 a 15 cm de comprimento) e massa corporea de
até 60 g (Porto-Foresti, 2010). Em laboratorio, possuem caracteristicas importantes, tais
como facilidade de manejo, aceitagcdo de alimentacao artificial, prolificidade e crescimento
rapido (Porto-Foresti, 2010). A espécie possui dimorfismo sexual durante o periodo
reprodutivo, no qual os machos apresentam aspereza da nadadeira anal. O ciclo de vida do
lambari rosa ¢ rapido: entre dez e onze semanas de cultivo alguns individuos ja estardo
aptos para a reprodugdo (principalmente machos). Apds a 20* semana, a maior parte dos

individuos ja estara apta para se reproduzir, incluindo as fémeas.

Figura 2: Lambari rosa (Acervo pessoal).

O lambari rosa ¢ um peixe de agua doce comumente encontrado em rios, lagos e
represas ao longo de toda a América do Sul. Possui uma boa aceitacdo na alimentacao
humana, principalmente no consumo in natura, como tira-gosto. E utilizado como isca viva
na pesca profissional ou de lazer, uma vez que ¢ um peixe que atrai carnivoros, como o
tucunaré, a corvina ¢ o dourado. Também ¢ utilizado como peixe ornamental na
aquariofilia. Ainda, ¢ um excelente predador de larvas de mosquitos vetores, podendo ser
utilizado no combate as doengas transmitidas por mosquitos que t€ém sua fase larval na
agua, como a febre amarela e a dengue (Garutti, 2003). Possui habito alimentar onivoro,
sendo generalista e se alimentando tanto de matéria vegetal quanto animal. No entanto, ¢
um peixe microfago, ou seja, que se alimenta de seres e particulas microscopicas, estando
suscetivel a ingestdo de micropléasticos no meio ambiente, seja ela acidental ou intencional
(Bastian et al., 2021).

Desse modo, os microplasticos do polimero PE, provenientes da fragmentacao de
objetos plasticos e das microbeads de produtos de higiene pessoal, assim como as fibras

microplasticas, provenientes do tecido poliéster, obtido a partir do polimero PET, sdo



particulas em potencial na exposicao dietética de peixes, como o lambari rosa, espécie de
peixe pouco investigada pela comunidade cientifica (Malafaia, 2022), apesar de possuir
grande importancia econdmica e de ser utilizada nas atividades pesqueiras, colocando em
risco a vida dessa espécie aquatica e também a saude humana que faz uso desse pescado.
Nesse contexto, visto que existem poucas pesquisas que focam no potencial
ecotoxicologico e acumulativo que os microplasticos exercem nesses organismos € que nao
existe uma uniformidade nas pesquisas ja realizadas, a importancia desse estudo fica,
portanto, evidente para nortear Orgdos competentes nas tomadas de decisdes no
gerenciamento e uso de microplasticos, bem como nas medidas de protecdo a ecologia dos

ecossistemas aquaticos e a saide humana.

2. OBJETIVO

Avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos causados no lambari rosa pela ingestao de
microplasticos dos polimeros PE e PET em diferentes concentragdes, comparando as taxas
de peso, crescimento/biometria, malformagdes e mortalidade dos individuos, além de
monitorar a excre¢do dessas particulas pelo trato gastrointestinal do lambari rosa, com o

intuito de elucidar a lacuna sobre a bioacumulag¢ao de microplasticos por essa espécie.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental e preparo das amostras de microplasticos

Pellets do polimero PE e PET fornecidas pelo Departamento de Engenharia de
Producdo da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) — Campus Sorocaba ¢ pelo
Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC), Universidade de Sao Paulo, respectivamente,
foram triturados em moinho criogénico, atingindo a escala microscépica de 100 um- 350
um (Figura 3). Apoés a trituragdo, foram misturados com a ragdo extrusada tetraMin® e
agua para formagdo de uma pasta que foi extrusada novamente e utilizada na dieta do

lambari rosa (Garutti, 2003).



Figura 3: Microplasticos triturados em moinho criogénico para atingir a escala de tamanho de 100 a 350 um

(Acervo pessoal).

Os alevinos de lambari rosa (n = 450) foram comprados do Pesqueiro Pompéia (Av.
Pompéia, 3430 - Pompéia, Piracicaba - SP, 13425-620) e passaram por um processo de
aclimatizacdo. Apos o processo de aclimatizacdo, foram transferidos para aqudrios de vidro
transparente com capacidade para 70L, com sistema de agua corrente e saida do tipo
monge (para evitar a saida dos lambaris). Também foi colocada uma cobertura de tela a fim
de evitar o escape dos peixes, uma vez que os lambaris saltam para fora do aquario
(Garutti, 2003).

O experimento teve duragdo de 90 dias, sendo que foram realizados cinco

tratamentos experimentais (Esquema 1).

Tratamentos Experimentais

A B C
Controle PE 0,1% PE 1%
Apenas racao Ragdo + 0,1% MP’s de PE Ragdo + 1% MP’s de PE
D E
PET0,1% PET 1%
Ragdo + 0,1% MP’s de PET Ragdo + 1% MP’s de PET

Esquema 1: Esquematizagdo dos 5 tratamentos realizados. Tratamento A (controle), no qual os lambaris rosa
foram alimentados somente com ragdo extrusada tetraMin®; Tratamento B, no qual os lambaris rosa foram
alimentados com ragdo extrusada tetraMin® e 0,1% de microplasticos do polimero PE, Tratamento C, no
qual os lambaris rosa foram alimentados com rag@o extrusada tetraMin® e 1% de microplasticos do polimero
PE, Tratamento D, no qual os lambaris rosa foram alimentados com ragdo extrusada tetraMin® e 0,1% de

microplasticos do polimero PET e Tratamento E, no qual os lambaris rosa foram alimentados com ragéo



extrusada tetraMin® e 1% de microplasticos do polimero PET.

3.2  Anailise da exposicdo dos peixes a dieta com microplasticos

Os parametros observados ao longo dos 90 dias de experimento, decorrentes da
exposicao dos peixes a dieta com microplésticos, foram: mortalidade, peso, alteracdes no
comprimento/biometria e malformacdes. A mortalidade foi verificada diariamente e os
lambaris mortos foram removidos imediatamente dos aqudrios para evitar a degradagdo. A
taxa de mortalidade foi determinada de acordo com o niimero total de individuos mortos
no final do experimento em relacio ao numero total de individuos no inicio do
experimento e em relacdo ao tratamento controle. O peso corporal dos individuos de cada
tratamento foi quantificado, com o auxilio de uma balanca analitica, no inicio e final do
experimento. Apds os 90 dias de experimento, 5 individuos de cada aqudrio foram
anestesiados com benzocaina (0,Img/L) e examinados individualmente sob
estereomicroscopio com ampliagdo para registrar € observar possiveis anormalidades
morfolédgicas e lesdes. Por fim, todos os individuos foram medidos do ponto terminal da
boca até a parte traseira do opérculo caudal a fim de verificar se houve alguma alteragdo no
comprimento e/ou biometria dos individuos que ingeriram microplasticos (Figura 4). As
razdes entre o comprimento da cabe¢a e o comprimento total do corpo também foram

calculadas (Pannetier et al., 2020).
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Figura 4: Avaliagdo e coleta das medidas biométricas do lambari rosa (Acervo pessoal).

33 Retencio dos microplasticos no trato gastrointestinal e fezes

A fim de avaliar o processo de digestdo dos microplasticos ingeridos pelo lambari
rosa, 5 peixes foram retirados de aquarios aleatorios nos tempos T =2h, T =24h e T =48h

apos a alimentagdo (Jovanovi¢ et al., 2018). Tais individuos foram eutanasiados com uma



overdose de benzocaina (10x a dose ideal de 0,Img/L). O trato gastrointestinal de cada
individuo foi removido e armazenado a -80°C. Para analisar a excrecdo das microparticulas
plasticas pelo lambari rosa, foi feita a coleta das fezes com o auxilio de um coletor.

Para remover a matéria organica presente nos tratos gastrointestinais e nas fezes, foi
utilizada a técnica de digestdo do material biologico (adaptada da metodologia utilizada
por Dhimmer (2017)). A técnica envolve a dissolugdo quimica de tecidos moles e matéria
organica utilizando hidroxido de potassio PA (KOH 10%). Apds a adi¢do de 50ml de KOH
10%, as amostras foram colocadas em estufa a 60°C por 48 horas, a fim de otimizar o
tempo de realiza¢ao do processo. As amostras digeridas foram entdo filtradas com bomba a
vacuo em filtro Whatmann de aproximadamente 1um e foram colocadas em estufa a 32°C
por 24 horas para secagem dos filtros (Luz, 2018). Os filtros contendo microplasticos, apos
serem secos em estufa, foram armazenados em placas de Petri a fim de evitar perdas.

Para identificar os microplasticos dos residuos retidos apds o tratamento com o
hidroxido de potassio, foi utilizado o corante vermelho do Nilo (Figura 5), que adsorve na
superficie plastica (da Costa Aratjo, 2020). Dessa forma, foi preparada uma solugdo de
vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich) em acetona a 1 mg/ml. Foi utilizado 5 pL dessa solugao
para cada amostra de trato gastrointestinal e fezes obtida, sendo que cada amostra ficou em

contato com o corante em agitador orbital (100 rpm) por 30 minutos.

Figura 5: Microplasticos apos as etapas de digestdo da matéria organica e coloragdo com o corante vermelho

do Nilo (Acervo pessoal).

A observacdo e quantificacdo das particulas microplésticas de cada amostra foi
realizada com auxilio de microscopio. Os microplasticos de cada amostra foram entao

separados e pesados.
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3.4. Forma de analise dos resultados

Os resultados obtidos nos ensaios ecotoxicologicos de mortalidade, peso, biometria
e malformagdo foram apresentados na forma de média (£ erro padrio da média) e

porcentagem, com um nivel de significancia de 0.05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros ecotoxicologicos

4.1.1 Mortalidade

A mortalidade foi verificada durante 90 dias e a taxa de mortalidade (TM) foi

calculada, para cada tratamento, seguindo a seguinte equacao (1):

numero total de individuos mortos no final do experimento
™ = P x100 (1)

numero total de individuos no inicio do experimento

Estdo demonstradas abaixo a quantidade de individuos mortos por més (Grafico 1)

e a taxa de mortalidade (TM) por tratamento (Grafico 2).

PET 1% (E)
PET 0,1% (D)
8
=]
c
£ PE 1% (C) mT=3
[1]
® T=2
F  PE0,1% (B) Tt
Controle (A)

0 2 4 6 8 10 12

Quantidade de individuos mortos/més

Grafico 1: Quantidade de individuos mortos por més por tratamento. T=1, T=2 ¢ T=3 correspondem ao

primeiro, segundo e terceiro més de experimento, respectivamente.
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Grafico 2: Taxa de mortalidade (média + desvio padrdo) por tratamento ao final dos 90 dias de experimento.

A partir dos resultados obtidos observa-se que, durante os primeiros 30 dias de
experimento, apenas um individuo do Tratamento C morreu, enquanto ao longo dos meses
seguintes o numero de individuos mortos nos demais tratamentos (B, D e E) aumentou
significativamente, de forma que, apds os 90 dias de experimento, o Tratamento E foi o
que apresentou a maior taxa de mortalidade dentre todos os tratamentos (17,77 + 1,48),
seguido do Tratamento D (16,66 = 1,85), Tratamento B (13,33 £ 1,5), Tratamento C (7,77
+ 0,66) e, por fim, Tratamento A (3,33 £ 0,5).

Assim sendo, os individuos presentes nos Tratamentos D e E, ou seja, que foram
alimentados com microplasticos do polimero PET nas concentragdes de 0,1% e 1%,
respectivamente, foram os que apresentaram maior taxa de mortalidade apds o tempo de 90
dias do experimento. Essa mortalidade pode ser justificada pela interrup¢ao ou redugdo
significativa da alimentacdo devido a lesdes ou obstrucdes intestinais, que podem levar a
morte. Segundo Peda et al. (2016), a ingestdo de microplasticos pode ocasionar a
perfuracdo do intestino, lesdes ulcerativas, ruptura gastrica e at¢ mesmo alteragdes
intestinais, o que evidencia o impacto negativo que tais danos fisicos podem ter nas taxas
de alimentagao e nas fungdes intestinais dos peixes.

No entanto, ao considerar o polimero PE, o Tratamento B, que continha a menor
concentracdo de microplésticos (0,1%), apresentou maior taxa de mortalidade do que o
Tratamento C, que continha a maior concentracdo (1%) de microplésticos desse polimero.
Isso pode ter ocorrido porque, na presenca de altas concentragdes de microplasticos, os

peixes foram capazes de selecionar particulas que continham apenas ragdo, ingerindo em
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menor quantidade particulas de racdo que continham microplasticos (Long et al., 2015).
4.1.2. Peso
5 individuos de cada aquario foram anestesiados com benzocaina (0,1mg/L) e

pesados em balanca analitica no inicio do experimento (T = 1) e ap6s 90 dias, no final do

experimento (T = f). Os dados obtidos estdo descritos no Grafico 3 e na Tabela 1 abaixo:
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Controle (A) PE0,1% (B) PE 1% (C) PET 0,1% (D) PET 1% (E)
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Grifico 3: Peso em gramas (média + desvio padrdo) de individuos no inicio do experimento (T =1) e final

do experimento (T = f) por tratamento.

Controle PE 0,1% PE 1% PET 0,1% PET 1%
(») (8) © (D) ()
T=i 099+05 | 093+062 | 1,26+027 118+04 | 094%038
=1 198+018 | 225+074  239+035 216+017 | 195+0,19

Tabela 1: Peso em gramas (média + desvio padrdo) de individuos no inicio do experimento (T =) e final do

experimento (T = f) por tratamento.

No entanto, observa-se que ndo houveram grandes variagdes no peso corporal (g)
dos individuos ao longo dos 90 dias de experimento, evidenciando que a exposi¢ao a dieta
contendo microplésticos de ambos os polimeros e em ambas concentragdes nao afetou este
parametro toxicoldgico. Tal resultado se confirma quando os dados sdo comparados com o

Tratamento A (controle).



4.1.3 Malformacgoes

Apo6s 90 dias de experimento, 5 individuos de cada aquério foram anestesiados com
benzocaina (0,1mg/L) e examinados individualmente sob estereomicroscopio. No entanto,
ndo foram identificadas malformag¢des ou lesdes em nenhum individuo de nenhum
tratamento apds a ingestdo de microplasticos presentes na dieta. O Tratamento A (controle)

também ndo apresentou nenhuma anormalidade morfologica.
4.1.4 Alteracoes no comprimento/biometria

5 individuos de cada aquario foram medidos do ponto terminal da boca até a parte
traseira do opérculo caudal (Grafico 4 e Tabela 2) no inicio do experimento (T = 1) e apds
90 dias, no final do experimento (T = f). O comprimento da cabeca (Grafico 5 e Tabela 3)
e do corpo (Grafico 6 e Tabela 4), bem como a razdo entre o comprimento da cabeca € o

comprimento total do corpo (Grafico 7) também foram calculados.

5
4 - |
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T=f
2 -
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Controle PE 1% PE 0, ‘I% PET 1% PET 0, ‘1%

Tratamentos

w
1

Comprimento (cm)

Grafico 4: Comprimento (cm) medido do ponto terminal da boca até a parte traseira do opérculo caudal

(média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento (T = i) e no final do experimento (T = f).
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Controle

(A)
T=i 4,24 10,85
T=f 4,5110,83

PE 0,1% PE 1% PET0,1%
(B) © (D)

47+1,15 4651+0,68 | 4,3610,69

482+0,66 | 509+096 | 4,91+0,89

PET 1%
(E)

4,69+ 0,74

471£0,73

Tabela 2: Comprimento (cm) medido do ponto terminal da boca até a parte traseira do opérculo caudal

(média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento (T = 1) e no final do experimento (T = f).
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mT =i

Grafico 5: Comprimento da cabega (cm) (média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento

(T =1) e no final do experimento (T = f).

Controle PE 0,1% PE 1% PET 0,1% PET 1%
(A) (B) (c) (D) (E)
T=i 1,025+ 0,19 1,15+ 0,21 1,11+ 0,14 1,06 £ 0,13 1,14 £ 0,10
T=f 1,16 £ 0,18 1,09+ 0,13 1,10 £ 0,17 1,16 £ 0,18 1,07 £ 0,24

Tabela 3: Comprimento da cabeca (cm) (média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento (T

= 1) e no final do experimento (T = f).
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Grifico 6: Comprimento do corpo (cm) (média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento (T

=1) e no final do experimento (T = f).

Controle PE 0,1% PE 1% PET 0,1% PET 1%
(A) (B) © (D) (E)
=i 321£0,69 | 354+095  354+056 | 3,3+058 | 3,55%+0,71
T=f 335+0,68 | 373+057 | 399+08 | 3751074 | 3,6410,63

Tabela 4: Comprimento do corpo (cm) (média + desvio padrdo) por tratamento no inicio do experimento (T

= 1) e no final do experimento (T = f).
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Grafico 7: Razdo entre comprimento da cabeca e comprimento total do corpo (média + desvio padrio) por

tratamento no inicio do experimento (T = 1) e no final do experimento (T = f).
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A partir dos resultados obtidos, observa-se que os Tratamentos B ¢ E apresentaram
as menores medidas de comprimento (cm) quando medidos do ponto terminal da boca até
a parte traseira do opérculo caudal. Nota-se também que os Tratamentos B, C ¢ E
apresentaram reducdes no comprimento da cabeca (cm) apds os 90 dias de exposi¢ao a
dieta contendo microplasticos. Em relacdo ao comprimento total do corpo (cm), ndo
ocorreram grandes alteragdes em nenhum dos tratamentos. Por fim, percebe-se que em
todos os tratamentos, com exce¢do do Tratamento A (controle), houve uma redugdo na
razao entre o comprimento da cabeca e o comprimento total do corpo ao final do
experimento.

Tendo isso em vista, o comprimento corporal reduzido pode ter ocorrido devido a
diminui¢do da ingestdo de alimentos devido a obstrugdo, perfuracao ou ulceracao do trato
digestivo, ou até mesmo pela inducdo da sensacdo de saciedade (Law, 2017; Rochman et
al., 2013). Por fim, Pannetier et al. (2019) demonstraram que a exposi¢ao a dieta contendo
microplasticos foi responsavel por ocasionar reducdes no comprimento da cabeca e na
razao entre comprimento da cabega e comprimento total do corpo em embrides e larvas de

peixes, se assemelhando aos resultados observados neste estudo.

4.2  Acumulacio e excrecio dos microplasticos ingeridos

A quantidade de microplasticos encontrados nas fezes 2h, 24h e 48h apds a
alimentacdo, bem como a quantidade de microplasticos encontrados no trato
gastrointestinal de cada individuo nesses mesmos tempos podem ser observados nas
tabelas abaixo. Além disso, a porcentagem de microplasticos ainda presentes no trato
gastrointestinal (acamulados) e excretados apos 48h da ultima alimentacdo também foi
calculada. As Tabelas 5, 6, 7 e 8 correspondem aos Tratamentos B, C, D e E,

respectivamente.
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1 2 3
2h 0,12+ 0,09 0,08 £ 0,04 0,19 £ 0,06
Fezes (mg)
(n=30) 24h 0,68 01N 0,63 10,10 0,66 £ 0,09
48h 0,62 + 0,05 0,64 £ 0,07 0,59+ 0,07
2h 1,67 £ 0,08 1,69+ 0,14 1,58 £ 0,1
Trato (mg)
24h 0,97+0,12 1,05+ 0,09 0,91£0M
(n=5)
48h 0,33+ 0,06 0,39+ 0,08 0,28 £ 0,07
N&o excretado 18,33 £ 0,08 21,66 £ 0,10 15,55+ 0,09
(%)
Apos 48h:
Excretado 78,88 £ 0,08 751 0,07 80 1 0,07
(%)
Recuperacéo (%) - 97,22 96,66 95,55

Tabela 5: Quantidade de microplasticos encontrados nas fezes (mg) e trato gastrointestinal (mg) 2h, 24h e
48h apods a alimentagdo com 0,1% de microplasticos de PE. Além disso, a porcentagem de microplasticos

excretados e ndo excretados apds as 48h também foi calculada. 1, 2 e 3 correspondem as triplicatas do

tratamento.
S EwEe
1 2 3
2h 1,06 £ 0,2 0,91+0,18 1,08+ 0,23
Fezes (mg)
(h=30) 24h 9,96 +0,44 982+04 9,86+0,24
48h 5,311 0,31 5,101 0,26 5,47 £ 0,31
2h 16,90+ 0,19 17,021 0,2 16,88 £ 0,41
Trato (mg)
24h 6,90 £ 0,22 713+0,3 70+0,5
(I'I:S)
48h 1,57 £ 0,34 201042 1,51+ 0,34
N&o excretado 8,72+0,25 11,16 £ 0,3 8,38 £ 0,41
(%)
Apéds 48h:
Excretado 90,72 £ 0,31 87,94 £ 0,28 91,16 £ 0,26
(%)
Recuperacao (%) - 96,44 94,61 97,55

Tabela 6: Quantidade de microplasticos encontrados nas fezes (mg) e trato gastrointestinal (mg) 2h, 24h e
48h ap6s a alimentagdo com 1% de microplésticos de PE. Além disso, a porcentagem de microplasticos
excretados ¢ ndo excretados apos as 48h também foi calculada. 1, 2 e 3 correspondem as triplicatas do

tratamento.
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1 2 3
2h 0,09 £ 0,05 0,08 £ 0,06 0,11 +£0,09
Fezes (mg)
_ 24h 0,68 £ 0,09 0,56 £ 0,08 0,60 £ 0,07
(n=30)
48h 0,61+ 0,08 0,6 £01 0,66 £ 0,05
2h 1,68 £ 0,12 1,70 0,11 1,66 £ 0,14
Trato (mg)
(n=5) 24h 0,99 £ 0,07 1,12 £ 0,06 1,05 £ 0,06
48h 0,34 £ 0,09 0,47 £0,13 0,38 £ 0.07
Nao excretado 18,88 £ 0,09 26,110, 21,11 £ 0,09
(%)
Apds 48h:
Excretado 76,66 £ 0,07 68,88 £ 0,08 76,11 £ 0,07
(%)
Recuperacgéo (%) - 95,55 97,22 97,22

Tabela 7: Quantidade de microplasticos encontrados nas fezes (mg) e trato gastrointestinal (mg) 2h, 24h ¢

48h apos a alimentagdo com 0,1% de microplasticos de PET. Além disso, a porcentagem de microplasticos

excretados ¢ ndo excretados apos as 48h também foi calculada. 1, 2 e 3 correspondem as triplicatas do

tratamento.

1 2 3
2h 1,03 £ 0,12 0,92%0,22 0,98 £ 0,21
Fezes (mg)
(n=30) 24h 9,60x0Mn 9,80+ 0,17 9,70+ 0,13
48h 4,10 £ 0,19 3,40+ 0,15 3,80%0,14
2h 16,87 £ 0,17 17,04 £ 0,19 16,96 £ 0,14
Trato (mg)
24h 7,24 10,21 7191012 7,25t 0,16
(n=5)
48h 3,10+0,3 3,60+0,2 3,20+0,18
N&o excretado 17,22 £ 0,14 20+ 0,17 17,77 £ 0,16
(%)
Apbs 48h:
Excretado 81,83 t0,22 78,44+ 0,18 80,44t 0,16
(%)
Recuperacéo (%) - 97,22 96,44 97,44

Tabela 8: Quantidade de microplasticos encontrados nas fezes (mg) e trato gastrointestinal (mg) 2h, 24h ¢

48h apos a alimentacdo com 1% de microplasticos de PET. Além disso, a porcentagem de microplasticos

excretados ¢ ndo excretados apos as 48h também foi calculada. 1, 2 e 3 correspondem as triplicatas do

tratamento.

Para o polimero PE, observa-se que no Tratamento B, no qual os lambaris foram
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expostos dieteticamente a concentracao de 0,1%, as taxas de acumulacdo e excrecdo apds
48h da ultima alimentag@o variaram em torno de 15-21% e 75-80%, respectivamente. Por
sua vez, no Tratamento C, no qual os lambaris foram expostos a uma maior concentragao,
de 1%, esses valores variaram em torno de 8-11% e 87-91%, respectivamente. Para o
polimero PET, por sua vez, observa-se que no Tratamento D, no qual os lambaris foram
expostos dieteticamente a concentracao de 0,1%, as taxas de acumulacdo e excrecdo apds
48h da ultima alimentagdo variaram em torno de 18-26% e 68-76%, respectivamente. Por
sua vez, no Tratamento E, no qual os lambaris foram expostos a uma maior concentragao,
de 1%, esses valores variaram em torno de 17-20% e 78-81%, respectivamente.

Nota-se, portanto, que os Tratamentos C e E, que continham a maior concentragio
de microplasticos, ou seja, os tratamentos nos quais os lambaris foram alimentados com
1% de microplasticos de polimeros de PE e PET, respectivamente, apresentaram as
maiores taxas de excre¢ao e, consequentemente, as menores taxas de acumulacdo dos
microplasticos ingeridos ap6s o periodo de 48h. Tal resultado pode ser justificado pelo fato
da concentragdo de microplasticos ser mais elevada nesses tratamentos, o que
provavelmente implicou em uma excre¢do mais rapida dos microplasticos através das
fezes, sendo que resultados semelhantes também foram observados por Ogonowski et al.

(2016).

5, CONSIDERACOES FINAIS

Apesar deste experimento estudar o potencial toxicologico de somente dois
polimeros (PE e PET), ¢ muito provavel que os efeitos nocivos observados neste estudo e
em diversos outros também se apliquem aos demais tipos plasticos encontrados em
amostras ambientais. Além disso, quando exposto no ambiente, o material plastico se torna
susceptivel a colonizagdo de comunidades bacterianas em sua superficie (bioincrustagao),
tornando-se assim vetor de microrganismos que podem ser patogénicos. Ainda, estudos
recentes apontam que ¢ possivel que ocorra a transferéncia de contaminantes, como os
poluentes organicos persistentes (POP’s), da superficie microplastica para o animal
(Rainieri et al., 2018). Portanto, a presenga de microplasticos potencializa seus riscos de
exposicdo para a biota e aumenta a preocupacdo em relagdo a disponibilidade dessas

microparticulas nos ambientes aquaticos, especialmente aqueles de agua doce.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a exposi¢ao dietética, especialmente
do polimero PET, foi responsavel por ocasionar efeitos toxicoldgicos no lambari rosa,
como mortalidade e alteragdes na biometria. A acumulacdo de microplésticos no trato
gastrointestinal do lambari rosa também foi evidenciada para ambos os polimeros no
intervalo de tempo avaliado, tendo em vista que nenhum dos tipos de plastico foi 100%
excretado no periodo de 48 horas apos a alimentagdo. Portanto, este estudo deve ser
combinado com pesquisas e tentativas de mitigacdo ambiental, visto que fica claro o
potencial nocivo que os microplasticos apresentam para o ambiente, e, especialmente, para

0s animais aquaticos que podem ingeri-los.
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