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Resumo: Materiais de origem plastica sdo utilizados em escala global ha décadas e a
consequente presenca de seus residuos em ambientes aquaticos pode causar efeitos adversos
para os organismos. Analises histologicas sdo uma excelente ferramenta para se avaliar esses
efeitos. O bioindicador Astyanax lacustris ¢ amplamente utilizado para se avaliar
contaminacdo ambiental, como por exemplo através da avaliagdo dos danos histologicos em
tecidos alvo como branquias e figado. Elevacao das células do epitélio e congestao vascular
foram as histopatologias mais frequentes encontradas nos tecidos branquiais, enquanto
deformagdao do contorno celular, desarranjo dos corddes hepaticos e vacuolizagdo nuclear
foram as mais frequentes no figado. Essas histopatologias foram encontradas nos animais
expostos aos tratamentos com HPA, HPA+MP e MP contaminado. Esses resultados indicam
que exemplares de 4. lacustres ao serem expostos ao microplastico e aos HPAs, sozinhos ou
em conjunto, apresentam alteragdes histopatologicas nos tecidos branquial e hepatico que
basicamente ocorrem como sendo resultado de respostas de defesa ou mecanismos
compensatorios.
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Combined effects of exposure to polyethylene microplastic and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs): Histological changes in the neotropical species Astyanax lacustris

Abstract: Plastic materials have been used on a global scale for decades and the consequent
presence of their residues in aquatic environments can cause adverse effects on organisms.
Histological analyses are an excellent tool to evaluate these effects. The Bioindicator
Astyanax lacustris is widely used to evaluate environmental contamination, such as by
assessing histological damage in target tissues such as gills and liver. Elevation of epithelium
cells and vascular congestion were the most frequent histologies found in the gill tissues,
while deformation of the cell contour, disarrangement of the hepatic cords and nuclear
vacuolization were the most frequent in the liver. These histologies were found in animals
exposed to treatments with HPA, HPA+MP and contaminated MP. These results indicate that
specimens of A. lacustres when exposed to microplastic and HPAs, alone or together, present
histopathological changes in the branchial and hepatic tissues that basically occur as a result
of defense responses or compensatory mechanisms.
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Introducio

Ha décadas, a utilizacdo de materiais de origem plastica vem crescendo em escala [1]. E

evidente que o continuo aumento na demanda e na producdo deste produto demanda uma
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metodologia de descarte bem desenvolvida, o que ndo vem ocorrendo quando se considera
também o aumento eminente da presenca de residuos desse material no meio dulcicola [2] e
marinho [3].

A presenca de residuos plasticos no meio aquatico pode causar efeitos adversos para os
organismos que nele habitam [4]. Além de causar danos fisicos em decorréncia da degluticao
[5], esses microplasticos, particulas plasticas que possuem entre 0.05 cm e 0.5 cm, podem
adsorver compostos toxicos, como os HPAs, fazendo com que estes organismos sofram os
efeitos ndo somente dos microplésticos em si, mas também dos compostos toxicos a ele
associados [6]. Os HPAs sdo compostos derivados do petroleo de origem natural e
antropogénica [7] [8]. Eles sdo amplamente encontrados em ambientes aquaticos, sendo
conhecidos pelos seus efeitos mutagénicos e carcinogénicos [9].

Para melhor compreensdo dos efeitos dos contaminantes nos organismos aquaticos, a
utilizag¢ao de dados histologicos ¢ uma 6tima ferramenta pois permite uma avaliagao profunda
dos danos diretos e indiretos causados pelos compostos toxicos aos organismos.

O organismo teste Astyanax lacustris (anteriormente chamado de A. altiparanae)
popularmente chamado de lambari-do-rabo-amarelo ¢ muito utilizado em testes de toxicidade
e ecotoxicoldgicos [10]-[12] por ser amplamente distribuido no Brasil e ter uma participagao
relevante na teia alimentar, atuando como presa e predador com habito onivoro e detritivoro

[13].

Objetivo
Estudar os danos histologicos no tecido branquial e hepatico de Astyanax lacustris
expostos a HPAs e microplasticos, avaliando os efeitos individuais e sinérgicos desses

contaminantes.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Pesquisa com Organismos
Aquaticos (LAPOA) do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA) da
Universidade Federal do Parand (UFPR) — Curitiba. Exemplares de A. lacustres (peso=
(10,003 + 0,117 g; Comprimento= 10,360 = 0,211 cm), obtidos comercialmente (Peixes e
Peixes®, Curitiba — PR), foram mantidos durante o periodo de aclimatagdo em estufa de
manutengdo com sistema circulacdo de agua declorada (pH= 7.24 + 0.66; alcalinidade = 40.0

+ 1.4 mg CaCO3 L-1), areacdo constante (oxigénio dissolvido = 6.13 = 0.72 mg L-1),

Anais do Encontro Nacional de Pés-Graduagéo — IX ENPG Vol.4 (2020) Pagina 357



%@s‘ UN lSANTA ISSN: 2594-6153 E—‘E\;

temperatura controlada (25.4 £ 0.7 °C) e alimentacdo diaria com ra¢do comercial (taxa de
proteina 24 a 32%). Antes do inicio dos experimentos, foram aclimatados em aquarios de 80
L por uma semana em ambiente com temperatura do ar controlada (25 £ XX °C).

Apds aclimatagdo inicial, os exemplares de A. lacustris foram acondicionados
individualmente em aquarios de vidro de 4 L e mantidos nessas condigdes por 24h antes do
para aclimatagdo as condigdes experimentais. Apos esse periodo, os animais foram divididos
em seis tratamentos (n=12/tratamento): 1) Controle, 2) Controle sem manuseio (qual a
diferenca entre esse controle € o outro?), 3) Microplastico inerte (MP inerte), 4) HPA, 5)
Microplastico + HPA (MPHPA) e 6) Microplastico previamente contaminado com HPA (MP
contaminado) e mantidos nessas condi¢des por 96 h. Durante o periodo de aclimatagdo (24 h)
e experimental (96 h) os animais foram mantidos sob aeracdo constante (OD > 6,5 mg/L) e
temperatura controlada (25,0 £ 1,0 °C). Para auxiliar no controle da temperatura, os
experimentos foram realizados em banho-maria equipados com aquecedores € em sala com
temperatura ambiente controlada (25,0 £ 1,0 °C). A alimentacdo dos peixes foi suspensa
durante todo o periodo experimental.

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados (solucdo de MS222
tamponada) insensibilizados por sec¢ao medular e mortos por hipovolemia. Foram coletados
o tecido branquial e hepatico para analise histologica. Os tecidos foram fixados em (ALFAC)
(24 h) e conservados em 4lcool 70%. O tecido foi, posteriormente, desidratado em alcool e
xilol e incluido em parafina. Os tecidos foram seccionados (5 um) e corados com H/E. As
laminas foram analisadas em microscopio de luz com aumento de 1000x. As histopatologias
foram identificadas e classificadas de acordo com a metodologia descrita por Walker et al.

[14].

Resultados

As alteragdes histopatologicas encontradas nas branquias e figado sdo descritas na Tabela 1.
As histopatologias mais encontradas nos tecidos branquiais foram elevagdo das células do
epitélio e congestdo vascular, ambas possuem grau I de dano. J4 no tecido hepatico as
histopatologias mais frequentes foram deformag¢do do contorno celular, desarranjo dos

corddes hepaticos e vacuolizagdo nuclear, todas de grau I.

Discussao
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As histopatologias presentes nos organismos estudados indicam uma alteragdo
fisiologica devido aos contaminantes presentes nos tratamentos. O tecido branquial ¢ o
primeiro tecido ao entrar em contato com qualquer contaminante por ser um 6rgao externo. Ja
o figado ¢ um 6rgao de biotransformacao, logo um 6rgao que facilmente sera afetado se algo
toxico esta presente no organismo. Pode-se observar uma maior frequéncia de ocorréncia de
patologias nos tratamentos em relagdo ao controle. Basicamente, essas alteragdes ocorrem

como sendo resultado de respostas de defesa ou mecanismos compensatérios.

Tabela 1. Frequéncia de alteragdes histopatoldgicas presentes em tecido branquial e hepatico
de A4. lacustris.

Alteracdes branquiais Grau Controle Controles/manuseio MP inerte HPA HPAMP MP contaminado
Hipertrofia do epitéhio lamelar I 0 0 0 0 0 0
Elevagio das células do epitélio I + + + +H+  H+ +H+
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0 0 0 0 0 0
Fusio Lamelar I 0+ 0+ 0 0 0 0
Dilatagio do seio sanguineo I 0 0 0 0 0 0
Constrigio do seio sanguineo I 0 0 0 0 0 0
Congestio vascular I 0+ 0+ + + + +
Presenca de parasitas I 0 0 0 0 0 0
Fusio completadetodas aslamelas I 0 0 0 0 0 0
Fuptura do epiteho lamelar I1 0 0 0 0 0 0
Espessamento do tecido proliferattve 11 0 0 0 0 0 0
Eompimento das células pilares I1 0 ] 0 0 0 0
Hemormragia commptura do epitélio 1T 0 0+ 0 + + 0
Aneunsma lamelar I 0 0 0 0+ 0 0
Necrose focal 11 0 0 0 0 0 0
Alteracdes hepaticas Grau Controle Controles/manuseio MP inerte HPA HPAMP MP contaminado
Fibrose 111 0 0 0 0 0 0
Hipertrofia nuclear I 0 0 0 0 0 0
Hipertrofia celular I 0 0 0 0+ 0 0
Atrofia celular I 0 0 0 0 0 0
Atrofia nmuclear I 0 0 0 0 0 0
Aumento da frequéncia de vasos I 0 0 0 0 0 0
Deformacio do contomo nuclear I 0 0 0 0 0 0
Deformagdo do contornoe celular I ] a ++ + +H+ ++
Desarranjo dos corddes hepaticos I a 0 + +H+ + +
Mueleos na parifaria da célula I a a a il a 0
Prasenga de melanomacrofagos I a a a il a 0
WVacuolizagio citoplasmatica I a a a il a 0
Cranulos sosmofilos I 0 0 0 0 0 a
Vacuolizagio nuclear I 0 a + —+ + =
Dagenaracio mclaar I 0 a 0 0 0 0
Degenaragio citoplazmatica I a a a 0 a 0
MNucleos picnoticos I a a a 0 a 0
Eompimento celular I ] a ] 0 ] a
Estasnagio biliar I 0 0 0 0 0 0
Fupturs da vasos I a 0 a 0 a 0
Congestio I a a a il a 0
Macrose focal m 0 0 0 0 0 a
Macrozztotal m 0 0 0 { 0 {

0 Auséncia; 0+ Ocoméncia rara; + Prasenta; +—+ Fraquents; Nlnito fraquanta.
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Conclusoes

Ao serem expostos ao MP inerte, HPA, MP+HPA e MP contaminado os individuos de A4.

lacustris apresentam alteracdes histopatologicas em tecido branquial e tecido hepatico.
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