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RESUMO

Os plasticos vém se tornando uma crescente ameaca para 0 meio ambiente,
afetando diversos organismos em quase todos 0s ecossistemas. Dentre o0s
habitats mais afetados, destacam-se os ambientes aquaticos, visto que neles as
condicGes adversas transformam grandes pedacos de plasticos em pequenas
particulas, chamadas de microplasticos (MPs). Essas microparticulas entram na
cadeia alimentar de diversos organismos causando inUumeras alteraces
fisioldgicas que podem ser irreparaveis. Neste aspecto, o presente estudo teve
por objetivo verificar a influéncia de MPs na biologia reprodutiva de Danio rerio
(zebrafish) através de técnicas de histologia, imunohistoquimica e ensaio
sorologico imunoenzimatico de esteroides sexuais. Machos e fémeas adultos de
D. rerio foram expostos por 30 dias a duas concentracdes diferentes de MPs
(0,5g/L e 2,5g/L) e, posteriormente, separados para a reproducédo. Todos 0s
grupos experimentais foram capazes de reproduzir, entretanto o tempo de
desenvolvimento embrionario foi retardado significativamente, embora a prole
nao tenha sido exposta diretamente aos MPs, resultando em alta mortalidade
dos ovos nas duas concentracoes testadas, além de causar malformacdes nos
embrides que conseguiram se desenvolver. Analises histologicas demonstraram
que a exposicdo aos MPs causou esteatoses, rompimento de hepatécitos,
dilatacdo de sinusoides e laceracbes em figados de machos e fémeas. Nos
ovarios houve hipertrofizacdo das células foliculares, alteracées estruturais nos
o0citos vitelogénicos e aumento de centros melanomacrofagicos. Nos testiculos,
0 acumulo de gordura e vacuolizacdes nos compartimentos intersticial e
germinativo levou a uma descaracterizacdo do epitélio germinativo. Analises de
imunohistoquimica demonstraram que a exposi¢cao aos MPs induziu a producédo
de vitelogenina em figados de machos e possivelmente afetou sua producéo em
fémeas com esteatose hepatica, embora os niveis plasmaticos de hormoénios
esteroides sexuais masculinos e femininos ndo tenham sido alterados
substancialmente, contribuindo para a fecundacgéo dos ovos. Diante do exposto,
a deteccdo de microparticulas nos diferentes tecidos de fémeas e machos de
zebrafish denunciam a ameaca dos MPs para a sobrevivéncia das espécies,

especialmente dos peixes e outros animais aquaticos.

Palavras-chave: Microplasticos, reproducéo, gbnadas, hepatotoxicidade



ABSTRACT

The plastics are becoming a growing threat to the environment, affecting many
organisms in almost all ecosystems. Among the most affected habitats, aquatic
environments stand out, once that some adverse conditions transform big
plastics into small particles, called microplastics (MPs). These microparticles
enter the food chain of several organisms causing numerous physiological
changes, and sometomes irreparable. In this respect, the present study aimed to
verify the influence of MPs on the reproductive biology of Danio rerio (zebrafish)
through histology, immunohistochemistry and enzyme-linked immunosorbent
assay of sex steroids. Adults males and females of D. rerio were exposed for 30
days to two different concentrations of MPs (0.5g/L and 2.5¢g/L) and, later,
separated for reproduction. All experimental groups were able to reproduce,
however the embryo development time was significantly delayed, although the
offspring were not directly exposed to MPs, resulting in high egg mortality at the
two concentrations tested, in addition to causing malformations in embryos that
managed to develop. Histological analyzes showed that exposure to MPs caused
steatosis, hepatocyte disruption, sinusoid dilatation and lacerations in male and
female livers. In the ovaries, there was hypertrophy of follicle cells, structural
changes in the vitellogenic oocytes and an increase in melanomacrophage
centers. In the testes, the fat accumulation and vacuolization in the interstitial and
germinal compartments led to a mischaracterization of the germinal epithelium.
Immunohistochemical analyzes demonstrated that exposure to MPs induced
vitellogenin production by the male livers and possibly it affected vitellogenin
production in females with hepatic steatosis, although plasma levels of male and
female sex steroid hormones were not altered, contributing to the success
reproductive. Given the results presented, the detection of microparticles in
different tissues from zebrafish females and males reveals the threat of MPs to

the survival of species, especially fish and other aquatic animals.

Keywords: Microplastic, reproduction, gonads, hepatotoxicity
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o acumulo de plasticos por todo planeta vem se
tornando uma crescente ameaca para o0 meio ambiente, afetando diversos
organismos nos mais diferentes ecossistemas (Castro et al., 2018). Dentre os
ambientes mais afetados, destacam-se os ambientes aquaticos, visto que neles
as condi¢cBes adversas transformam grandes pedacos de plasticos em pequenas
particulas, chamadas de microplasticos (MPs). Essas microparticulas entram na
cadeia alimentar de diversos organismos (Castro et al., 2018) causando

inUmeras alteracdes fisioldégicas que podem ser irreparaveis.

No ambiente aquético, o monitoramento dos MPs constitui-se de um
importante indicador de contaminacédo ambiental (Horton et al., 2017) e os riscos
potenciais dessas particulas (incluindo os nanoplasticos) nos diferentes
organismos (como peixes e humanos) a niveis celulares e moleculares em
relagdo aos estagios iniciais da vida, metabolismo e reproducgdo, fazem dos
peixes excelentes modelos biolégicos. Tais animais, além de apresentarem
caracteristicas que permitem seu uso em diferentes meios experimentais, estao
em contato direto com o ambiente aquético, o qual pode apresentar elevadas
concentracdes e diversidade de plasticos. Além disso, muitas espécies de peixes
encontram-se no topo da cadeia tréfica (Christensen e Pauly, 1993) podendo
bioacumular uma maior concentracdo destes compostos em relacdo a outros
animais. Entretanto, além de poderem ser usados como biomarcadores para
monitoramento ambiental aquético, a histéria de vida dos peixes pode sofrer
danos irreversiveis no futuro, visto que os MPs podem afetar a producdo de
gametas, a fertilizacdo e os estagios iniciais da vida (Pitt et al., 2018a), eventos

estes cruciais para a sobrevivéncia e evolugdo das espécies biologicas.

Apesar dos MPs ja terem sido detectados em organismos de todos os
niveis da cadeia alimentar, seus possiveis efeitos como desreguladores
enddcrinos na reproducdo e 0s mecanismos que afetam a gametogénese, a
fertilizacdo e o desenvolvimento larval permanecem pouco compreendidos nos
peixes e vertebrados em geral. Um recente estudo em Danio rerio relatou a

transferéncia materna de nanoplasticos para a prole e bradicardia nas larvas

1



derivadas de pais expostos a MPs (Pitt et al., 2018a, 2018b). Em adicéo,
Cedervall e colaboradores (2012) mostraram que nanoparticulas de poliestireno,
fabricadas comercialmente, sdo transportadas através da cadeia alimentar
aqudtica, a partir das algas, ingeridas por zooplancton e posteriormente por
peixes, afetando seu comportamento e metabolismo lipidico.

Considerando que estudos recentes mostraram que entre 70 a 80% dos
MPs existentes nas aguas oceanicas, sdo provenientes de rios, resultantes de
atividades antropicas (Horton et al., 2017), é de suma importancia o estudo da
acdo do MPs na atividade reprodutiva dos peixes, visto que substancias
associadas aos MPs, como ftalatos e bisfenol A, comumente utilizadas para Ihe
conferir propriedades especiais, sao tidas como desreguladores enddcrinos, ou
seja, apresentam capacidade para alterar negativamente o funcionamento do
sistema hormonal. Adicionalmente, quando expostos no ambiente, o0s
nanoplasticos podem, através da ingestdo, atravessar as barreiras biologicas,
como a membrana plasmatica (da Costa et al.,, 2016), penetrando e se
acumulando nos tecidos e 6rgaos, podendo haver, consequentemente, efeitos
toxicoldgicos e deletérios, alteracdo das funcionalidades celulares (da Costa et
al., 2016), inibicdo de crescimento, desordens comportamentais e alimentares,
disfuncdo reprodutiva, mobilidade reduzida e até mesmo a morte dos

organismos aquaticos (Ma et al., 2016; da Costa, 2018).

Neste sentido, estudos sobre a biologia reprodutiva em peixes, frente a
exposicdo MPs no ambiente sdo imprescindiveis para o entendimento de
possiveis alteracdes causadas por estes compostos nos mecanismos celulares,
permitindo o estabelecimento de medidas de conservacéo da ictiofauna, um bom
desempenho das pisciculturas, e possibilitando também o desenvolvimento de
novos protocolos reprodutivos que podem vir a ser aplicados a diferentes

modelos experimentais e/ou usados em pesquisas basicas.



8. CONCLUSAO

- A exposicdo aos microplasticos ocasionou hipertrofizagdo das células
foliculares, alteracfes na disposicdo dos granulos de vitelo e de alvéolos corticais

em oa0citos vitelogénicos de D. rerio;

- Fémeas expostas a diferentes concentracdes de microplasticos apresentaram

aumento na quantidade de centros melanomacrofagicos nos ovarios;

- Em gbnadas masculinas de D. rerio, a exposicdo aos microplasticos resultou
em acumulo de gordura, vacuolizagcbes nos compartimentos intersticial e
germinativo, afrouxamento dos cistos e descaracterizacdo do epitélio

germinativo;

- Independente da concentracdo utilizada de microplasticos, o cortejo e a
reproducdo dos adultos tratados de D. rerio ndo foram afetados. Entretanto,

houve alta mortalidade dos embrides e atrasos no desenvolvimento embrionario;

- A exposicdo aos microplasticos levou ao acumulo de particulas no trato

digestivo, ovérios, testiculos, e tecidos musculares do zebrafish;

- Possiveis alteracBes enddcrinas causadas por exposicdo aos microplasticos
resultaram na producéo de vitelogenina por agentes mimetizantes de esteroides
sexuais, em figados de machos de D. rerio, uma vez que 0s niveis plasméaticos

basais de tais hormo6nios nao foram afetados;

- A exposicdo aos microplasticos causou esteatoses, fibroses e laceracées em

figados de zebrafish, tanto nos machos como nas fémeas tratadas;

- A exposicado aos microplasticos afetou o trato digestivo, gerando acumulo de
gordura e degeneracdes, em ambos 0S sexos.
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10. ANEXO

Certificado de Aprovacéo do Protocolo de Comisséo de Etica para realizagéo do trabalho.
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