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RESUMO

LECHINOVSKI, LARISSA. Avaliacdo dos efeitos toxicologicos de
microparticulas provenientes de mascaras descartaveis no organismo-teste
Oreochromis niloticus.2023. 83f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental) — Universidade Tecnologica Federal do Parand, Curitiba, 2023.

A poluicdo por microplasticos vem sendo cada vez mais preocupante devido aos
problemas trazidos a0 meio ambiente, a sociedade e, de modo especial, aos seres
humanos. Apesar de o uso de mascaras ter efeito para a redugdo das taxas de
transmissdo do virus e para contribuir com a reducao das infec¢des de pessoas pelo
SARS-Cov-2 durante a pandemia, o descarte incorreto desse material acarreta em
impactos aos ecossistemas. As mascaras faciais descartdveis, quando expostas as
intempéries, podem vir a sofrer degradagdo, sendo as fibras deste polimero
consideradas, em alguns casos, como microplasticos. Diante do apresentando, esse
estudo teve por objetivo analisar os efeitos de mascaras, descartadas erradamente, na
saude dos peixes da espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), apds a exposicao
hidrica subcrdnica (14 dias). Primeiramente, fragmentos de méscaras e eldsticos foram
caracterizados por espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para determinar a composi¢do do material, seguido por microscopia
eletronica de varredura (MEV), juntamente com uma andlise granulométrica. Os dados
de FTIR revelaram que o polipropileno (PP) e o poliéster (PES) s3o os principais
materiais constituintes da mascara, a analise de MEV mostrou fibras de materiais
poliméricos ordenadas e lisas, tanto a parte frontal da méscara, como o eléstico. A
granulometria do material revelou que 89% das particulas usadas no experimento,
possuia um didmetro de 2,4 e 1,2 mm. Para a avaliacdo genotdxica do material, os
peixes foram expostos as microparticulas provenientes demascaras descartaveis de cor
branca e de cor preta, em trés concentragdes 0,2 mg/L; 1 mg/L e 5 mg/L, em um
sistema semi-estatico com renovagao de % da agua e do contaminante, para posterior
analise da saude dos peixes por meio do fator de condi¢cdo de Fulton, biomarcador
genético (ensaio cometa) e bioquimicos (acetilcolinesterase, catalase, glutationa-S-
transferase e lipoperoxidagao). O fator de condigao de Fulton apontou uma diminuigao
significativa no tamanho corporal dos peixes nos grupos com 1 mg/L ¢ 5 mg/L de
mascara branca e no grupo de 0,2 mg/L de mascara preta, indicando um possivel
comprometimento da saide do animal. Os resultados do ensaio cometa apontaram
danos a0 DNA na concentracdo mais alta de microparticulas de mascara preta. A
atividade da acetilcolinesterase cerebral indicou um aumento na atividade da enzima
nas concentragdes de 1 mg/L e 5 mg/L da méscara branca e na concentragdo de 5 mg/L
da mascara preta. As atividades da AChE muscular, catalase bem como da GST nao
apontaram diferengas significativas em relagdo ao controle. No entanto, os niveis de
LPO aumentaram nos grupos expostos a Img/L e 5 mg/L damascara branca e em todas
as concentragdes da mascara preta. Diante dos resultados obtidos pode-se indicar que
ambas as alternativas de mascaras sao nocivas ao meio ambiente, pois apresentaram
efeitos toxicos em concentragdes subletais para O. niloticus. Este estudo contribui para
elucidagdo dos efeitos causados por microparticulas de polipropileno no ambiente
aquatico, no entanto mais estudos sdo necessarios na area, a fim de elucidar melhor os
resultados aqui obtidos.

Palavras-chave: Biomarcadores; Toxicidade; Tilépia do Nilo; Polipropileno.



ABSTRACT

LECHINOVSKI, LARISSA. Evaluation of the toxicological effects of
microparticles fromdisposable masks on the test organism Oreochromis niloticus.
2023. 83 f. Dissertation (Master’s in environmental Science and technology) — Federal
Technological University of Parana, Curitiba, 2023.

Microplastic pollution is becoming increasingly worrying due to the problems brought
to the environment, society and especially to human beings. With the epidemic of the
new coronavirus (SARS-CoV-2), masks have become mandatory for the entire
population, to reduce thetransmission of the virus, however, incorrect disposal can
cause impacts on ecosystems. Disposable face masks, when exposed to the weather,
may suffer degradation, with the fibers of this polymer considered in some cases as
microplastics. Given the above, this study aims toanalyze the effects of masks,
incorrectly discarded, on the health of fish of the species Oreochromis niloticus (Nile
tilapia), after subchronic water exposure (14 days). First, the masksand elastics were
characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning
Electron Microscopy (SEM), together with a granulometric analysis. The FTIR data
revealed that polypropylene (PP) and polyester (PES) are the main constituent
materials of the mask, the SEM analysis showed ordered and smooth fibers of
polymeric materials, both the front part of the mask and the elastic. The granulometry
of the material revealed that 89% of the particles used in the experiment had a diameter
of 2.4 and 1.2 mm. For the genotoxic evaluation of the material, the fish were exposed
to microparticles from white and black disposable masks, in three concentrations: 0.2
mg/L; 1 mg/L and 5 mg/L, in a semi-static systemwith renewal of % of the water and
the contaminant, for subsequent analysis of the health of thefish using the Fulton
condition factor, genetic biomarker (comet assay) and biochemicals
(acetylcholinesterase, catalase, glutathione-S-transferase and lipoperoxidation). The
Fulton condition factor showed a significant decrease in the body size of the fish in
the groups with 1mg/L and 5 mg/L of white mask and in the group with 0.2 mg/L of
black mask, indicating a possible impairment of health of the animal. The comet assay
results point to DNA damage at the highest concentration of the black mask. Cerebral
acetylcholinesterase activity indicated anincrease in enzyme activity at concentrations
of 1 mg/L and 5 mg/L of the white mask and at the concentration of 5 mg/L of the
black mask. Muscle AChE activity, catalase as well as GSTshowed no significant
differences in relation to the control. However, LPO levels increased in the groups
exposed to 1mg/L and 5 mg/L of the white mask and in the groups exposed to 0.2
mg/L, I mg/L and 5 mg/L of the black mask. In view of the results obtained, it can be
indicatedthat both mask alternatives are harmful to the environment, as they have toxic
effects at sublethal concentrations for O. niloticus fingerlings. This study contributes
to the elucidation of the effects caused by polypropylene microparticles in the aquatic
environment, however more studies are needed in the area, in order to better elucidate
the results obtained here.

Keywords: Biomarkers; Toxicity; Nile tilapia; Polypropylene.
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1 INTRODUCAO

As mascaras descartaveis de polipropileno sdo utilizadas pelos profissionais da
area da saude, como parte do equipamento de protecdo individual (EPI), e em alguns
paises, quando os indices de qualidade do ar (IQA) atingem um estado critico, ¢
recomendado o uso de mascaras por toda a populagdo (HANSSTEIN; ECHEGARAY,
2018; ZHANG; MU, 2018). Antes de novembro de 2019, ndo se tem muitos registros
sobre a polui¢do ocasionada por mascaras ao redor do mundo, as pesquisas estavam
relacionadas ao uso contra a poluicdo do ar, entretanto, com a pandemia do novo
coronavirus, que se iniciou em Wuhan (LIN et al., 2021; LIN; HU; ZHOU, 2020), e
espalhou-se pelo mundo, o uso de méscaras passou a ser obrigatorio em escala mundial,
aumentando a producao, lavagem e descarte (ZHOU et al., 2021).A partirdeste momento,
com o uso em larga escala de mascaras faciais, a preocupagdo com o descarte e os efeitos
deste material na natureza comegou a ganhar uma maior aten¢do, pois passou-se a
perceber o abandono incorreto em estradas, aterros sanitarios, terrenos baldios,rios, lagos
e mares (CHOWDHURY; CHOWDHURY; SAIT, 2021).

As mascaras descartaveis sao produzidas a partir do polipropileno (PP), que assim
como grande parte dos polimeros podem ser degradados com o passar do tempo, em
partes menores o que pode ocasionar os micros e nanoplasticos (; SHEN etal., 2021a). As
mascaras podem vir a liberar fibras, quando expostas aos fatores ambientais, fato este que
aumenta a taxa de fragmentagao das mesmas (HU; SHEN; TANG, 2022).

Além da contaminagao por fibras, as mascaras também podem liberar os aditivos
presentes na formulagdo para o meio aquoso como, por exemplo, plastificantes, corantes
e antimicrobianos e ainda, adsorver poluentes presentes na agua (REBELEIN et al., 2021;
WANG et al., 2022a; ZHANG et al., 2019). Dessa maneira, o descarte incorreto desse
material tem preocupadoa comunidade cientifica, visto que os microplésticos podem estar
presentes nos corpos hidricos e se acumularem nos organismos vivos, afetando a cadeia
trofica, a saide ambiental e humana (HU; SHEN; TANG, 2022; SHEN et al., 2021).

A presenca dos microplasticos no ambiente aquatico ¢ alvo de estudos desde o
lancamento do primeiro material polimérico no mercado, visto que logo apos surgiram os
primeiros relatos de pequenos pedagos de plasticos em praias e no Oceano Atlantico feita
por Carpenter e Smith em 1972 (CARPENTER; SMITH, 1972). As pesquisas ja

evidenciaram a presenca de micro e nanoplasticos em pulmades, fezes, placenta e sangue
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humano (JUNG et al., 2022). Nao se sabe ao certo quais os efeitos que esses xenobioticos
causam para a saude dos seres humanos, mas pesquisas em animais relatam efeitos
adversos a essa exposi¢ao (DENG et al., 2023; JUNG et al., 2022; NUGRAHAPRAIJA
et al.,2022; PATIL; MAITY; SARKAR, 2022).

A taxa de crescimento e reprodu¢do de minhocas e zooplancton diminuiu com a
ingestao de microplasticos (BOTTERELL et al., 2019; HUERTA LWANGA et al.,
2016). Em camundongos foram registrados distirbios histoldgicos, inflamatorios e
imunologicos no intestinodelgado, além de disfungdes no figado, sistema excretor e
reprodutivo (DJOUINA et al., 2022; ZOLOTOVA et al., 2022). No peixe zebra os
microplasticos diminuiram os genes responsaveis pelo transporte lipidico, resultando na
ma absor¢ao lipidica e no crescimento insuficiente do animal (ZHANG et al., 2022).

Os testes com peixes sao fundamentais para avaliacdes ecotoxicologicas.
Diferentes espécies sdo utilizadas como modelos experimentais, os animais sao
escolhidos de acordo com as caracteristicas de adaptabilidade e facilidade de manejo
(ABDEL-KHALEK et al., 2015; LEE; KANG; KIM, 2023a; THORE et al., 2021). Esses
animais apresentam sensibilidade para responder a diferentes alteragdes ambientais,
principalmente frente a exposicdo de concentragdes ambientais de diferentes
contaminantes. Os peixes podem auxiliar na detec¢do de varios xenobidticos presentes no
ambiente como agrotoxicos, metais pesados, contaminantes emergentes e, mais
recentemente, a contaminacdo por microplasticos (GALLEGO-RIOS; PENUELA;
MARTINEZ-LOPES, 2021; UDROIU, 2006; WHITFIELD; ELLIOTT, 2002).

Outro motivo que os torna indicados como modelo de estudo ¢ o fato de que os
peixes ocupam varios niveis troficos e possuem uma grande importancia comercial.
Também estdo em contato direto com as microparticulas (MP) de plasticos, sendo por
meio da alimentagio ou pelo fato de habitarem um ambiente contaminado. E importante
ressaltar que os peixes sdo comercialmente importantes, aumentando o risco de exposi¢ao
para a populag@o humana, por meio da ingestao da carne destes animais (MAKHDOUMI;
HOSSINI; PIRSAHEB, 2023; WOOTTON; REIS-SANTOS; GILLANDERS, 2021).

A espécies de peixe Oreochromis niloticus, ou tilapia do Nilo, ¢ utilizada em
varios estudos ecotoxicoldgicos relacionados a contaminantes emergentes (ABDEL-
KHALEK et al.,2015; DA SILVA et al., 2020; FATHY et al., 2019). Com o
aumento da polui¢do por microplasticos, essaespécie também auxilia na verificacao da
toxicidade do material em vérias pesquisas pelo mundo (COSTA et al., 2023; KHAN et
al., 2020; TIEN; WANG; CHEN, 2020;ZHENG et al., 2022).
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Os estudos referentes a toxicidade das mascaras em peixes ainda demandam mais
pesquisas, e concentragdes ambientalmente relevantes ainda estao sendo definidas. Com
o aumento da produgdo de madscaras de polipropileno a partir de 2020, e
consequentemente, seu descarte incorreto, e carreamento para o meio aquatico, elevando
os efeitos negativos desses produtos para os organismos do ambiente aquatico
(ARAGAW, 2020; DU; HUANG; WANG, 2022; RAY et al., 2022).

O polipropileno bem como outros plasticos, mostrou-se toxico para organismos
aquaticos, o que reforga a necessidade de estudos (CHEN et al., 2023; ESTERHUIZEN;
KIM, 2021; SCHIAVO et al., 2021). Portanto, o presente trabalho tem por objetivo
verificar a possivel toxicidade de microparticulas provenientes de mascaras faciais, nas
cores branca e preta, na espécie de peixe comercial Oreochromis niloticus, utilizando

biomarcadores somatico, genético e bioquimico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliagdo da toxicidade de microparticulas provenientes de mascaras

faciais cirargicas em Oreochromis niloticus apds a exposi¢ao hidrica subcronica.

1.1.2 Objetivos especificos

e C(Caracterizar fragmentos da mascara descartavel de polipropileno de
cores branca e preta por meio das técnicas de espectroscopia na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), analise
granulométrica e microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar as condigdes de saude dos alevinos Oreochromis niloticus
apos a exposicdo subcronica (14 dias) a MPs de mascaras faciais por
meio do fator de condigdo de Fulton,;

e Avaliar a genotoxicidade das mascaras em eritrocitos de peixes de
Oreochromis niloticus apds exposi¢ao subcronica, por meio do
biomarcador ensaio cometa,

e Avaliar e comparar os efeitos em diferentes orgaos (musculo, figado e
cérebro) das microparticulas originarias das madscaras sobre os
biomarcadores bioquimicos Acetilcolinesterase (cerebral e

muscular), Glutationa-S-transferase, Lipoperoxidagdo e Catalase;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  OS MATERIAIS PLASTICOS

A ciéncia trabalha constantemente para criar tecnologias que propiciem conforto,
qualidade de vida e o bem-estar da sociedade. Dentre estas tecnologias esta uma das
classes de materiais poliméricos, conhecida como plastico, que se tornou indispensavel
para a sociedade atual por seus beneficios e facilidades (OKOFFO et al., 2021;
RASMUSSEN, 2018).

Em 1850 surgiram os primeiros materiais que possuiam maior durabilidade, além
de ser possivel moldar mais facilmente o produto e manter uma rigidez satisfatoria
(WILLIAMS; RANGEL-BUITRAGO, 2022). Neste periodo surgiram os compostos a
base de celulose e nitrocelulose, o que contribuiu para a criagdo e formulagao dos
plasticos.

Em 1869 o americano J. John Wesley Hyatt inventou um material resistente e
flexivel para substituir o marfim, provenientes de animais de grande porte, utilizados para
confeccionar a bola de bilhar (RASMUSSEN, 2018). Hyatt patenteou sua ideia em 1870,
iniciando a fabricacdo desse material em uma escala maior, construindo, em 1873 a
primeira fabrica de plastico do mundo, juntamente com seu irmao Isaiah Hyatt (JIANG;
JIANG, 2013; RASMUSSEN, 2018).

Anos depois, em 1907 a primeira resina sintética foi produzida a baquelite, pelo
belgo-americano Leo Hendrik Baekeland, foi o primeiro passo para a produgdo de
polimeros fenolicos. Desde entdo, foi questdo de tempo e estudos para que esta classe de
materiais fosseusada e aceita pela sociedade (JIANG; JIANG, 2013; WILLIAMS;
RANGEL-BUITRAGO, 2022).

Em 1950 os plésticos ficaram mais populares e passaram a substituir alguns
materiais mais caros, pesados e quebraveis, pois apresentavam boas caracteristicas para
serem usados em grande escala, sendo elas a durabilidade, resisténcia a corrosdo,
propriedades de isolamento térmico e elétrico, maleabilidade, dentre outros (JUNG et al.,
2022; OKOFFO et al., 2021; SOARES et al., 2021). Seu uso também trouxe outros
beneficios, principalmente em embalagens, os quais reduziram custos do produto, além
de se tornarem mais leves para o transporte (SOARES et al., 2021). Outro motivo
importante para sua popularizagao, foi o custo de produgao relativamente baixo quando

comparado a outros materiais como o vidro ou a madeira (RASMUSSEN, 2018).
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Atualmente os polimeros sao considerados por muitos “o simbolo contemporaneo
da modernidade” e estdo presentes no cotidiano de milhdes de pessoas (WILLIAMS;
RANGEL- BUITRAGO, 2022). A sociedade encontra-se dependente desse material,
pois apresentadiversos beneficios em seuuso. Os ramos da construgao civil, fabricacdode
veiculos,equipamentos de protecdo, eletroeletronicos sdo beneficiados diariamente por
suas caracteristicas. Entretanto, os plasticos de uso tinico causam o aumento da poluigao,
pois sao descartados rapidamente gerando problemas ao meio ambiente (FRIAS; NASH,

2019; OKOFFO et al., 2021).

2.2MICROPLASTICOS

O plastico esta presente em varios ramos da sociedade, pois apresenta produtos
com bom custo-beneficio ao mercado, consequentemente também estd nos rios, lagos
mares ¢ oceanos (WILLIAMS; RANGEL-BUITRAGO, 2022). Quando os plésticos sdo
descartados incorretamente ficam expostos as intempéries do tempo, como a radiagdo
solar, oxidagdao, dindmica das correntes de rios e oceanos ¢ interagdo com
microrganismos, isso faz com que o material comece a se degradar em particulas menores
(FRIAS & NASH, 2019). As particulas plasticas podem ser encontradas em diversos
componentes do ecossistema como: agua, solos, tecidos de animais e em seres humanos
(JIN et al., 2021; WILLIAMS; RANGEL-BUITRAGO, 2022).

Os microplasticos (MP) podem ser definidos como quaisquer particulas sélidas
sintéticas com forma regular ou irregular e com dimensdes compreendidas entre 1 pm a
5 mm (FRIAS & NASH, 2019; JIN et al., 2021). Podem ser divididos de acordo com seu
surgimento e tratamento, sendo eles classificados como primarios e secundarios. Os MP
primarios sdo plasticos ndo envelhecidos, normalmente comercializados na forma de
pellets, que sdo microesferas de plastico de tamanhos e formas diferentes usados com
intuito de transformar o material em outros produtos (ANDRADY, 2017). O MP primario
também ¢ usado para a fabricagdo de produtos de cuidados pessoais, como ¢ o caso dos
cosméticos e esfoliantes (ANDRADY, 2017; ARHANT et al., 2019; CERA;
CESARINI; SCALICI, 2020). J& os MP secundarios sao produtos da degradagao do lixo
plastico que devido as agdes do tempo acabam se transformando em pedagos cada vez
menores (ARHANT et al., 2019; CERA; CESARINI; SCALICI, 2020) ou ainda se
degradam por meio do uso, como as fibras téxteis (ANDRADY, 2017).

Os primeiros relatos sobre a poluigdo plastica comegaram logo apds o inicio de



sua fabrica¢do, sendo que no mesmo ano da descoberta da baquelite o pesquisador Willian
B. Herms relatou os vestigios do material em praias e ambientes costeiros (HERMS,
1907). Anos depois, em 1972, Carpenter e Smith relataram pela primeira vez pedagos de
plasticos encontrados no Oceano Atlantico, o que até entdo ndo se mostrava nenhuma
novidade, mas eles fizeram a primeira referéncia aos microplasticos, o qual falaram sobre
o tamanho dos plasticos encontrados na agua e de como sua polui¢ao poderia vir a ser
danosa aos organismos existentes neste ambiente, visto que eles estavam se alimentando
do material, e que deveria haver uma diminui¢@o do problema (CARPENTER; SMITH,
1972; RYAN; CHITAKA, 2022).

Estudos relacionam a polui¢do microplastica com diversos problemas ambientais,
econdmicos e na area da saide humana. Um dos varios transtornos causados por esse
residuo € a ingestdo por animais aquaticos, em especial os peixes, importante fonte de
alimentagdo humana (SANTOS et al., 2020; TROMBETA et al., 2021). Os MP em
organismos aquaticos podem causar o acimulo de material no trato digestivo, o que pode
causar lesoes e rompimentose eliminacao de pseudofezes, alteracao tecidual, crescimento
comprometido, estresse oxidativo, disturbios hormonais e tantos outros problemas
decorrentes da exposicao a esses poluentes (DHARMARAJ et al., 2021; MA et al., 2020)

Outros estudos mostram a interagcdo de MP no solo, causando a perda de peso em
minhocas, além de aumentarem o trafego dessas particulas facilitando seu carreamento

para lencgdis freaticos e incorporagdo por plantas (HUERTA LWANGA et al., 2017).

2.3A POLUICAO POR MICROPLASTICOS PROVENIENTES DE MASCARAS

Com o inicio da pandemia do novo coronavirus no fim de 2019, a utilizagao de
mascaras faciais passou a ser obrigatéria, a fim de ajudar na contengdo do virus
(DHARMARAJet al., 2021; PATRICIO SILVA et al., 2021). A China, em fevereiro de
2020, tornou-se um dos paises que mais confeccionavam mascaras, a produgdo passou a
ter uma média de 14,8 milhdesde mascaras por dia (CHEN et al., 2021; SHEN et al.,
2021a). Semanas depois, devido a ma gestao de residuos solidos, ja era possivel visualizar
em muitos paises mascaras descartadas nas ruas, terrenos baldios, rios e mares (HU;
SHEN; TANG, 2022).

As mascaras cirurgicas sdo confeccionadas principalmente a partir do
polipropileno (PP), um polimero muito utilizado na industria devido a sua boa rigidez,

resisténcia e ductibilidade (BOBORI et al., 2022; RABELLO, 2021). Outros compostos
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plasticos também podem ser utilizados, como o poliuretano (PU), poliacrilonitrila (PAN),
poliamida (PA),poliestireno (PS), policarbonato (PC), polietileno (PE) e polietileno
tereftalato (PET) (BUSSAN et al., 2022; CHEN et al., 2021).

As mascaras sao formadas por trés camadas de tecido ndo tecido (TNT) fabricadas
por meio da técnica spenbond e meltblown, o qual consiste em fazer com que as fibras
poliméricas sejam entrelagadas e juntadas por termofixacdo, permanecendo continuas e
entrelagadas (CHELLAMANI; VEERASUBRAMANIAN; VIGNESH BALAIJIL 2013).
A camada mais interna ¢ projetadapara absorvera umidade da respiragdo,a do meio filtra
as particulas ea mais externarepele liquidos vindo de fora (ADANUR; JAYSWAL, 2022;
KHAYAN et al., 2021; LIAO; JI; CHI, 2022)

Quando as madscaras ndo tém um destino correto, sdo despejadas em aterros
sanitarios e outros lugares que fazem com que fiquem suscetiveis aos fatores abioticos,
como a luz solar e a variacao de temperatura, o qual acabam facilitando a degradacao do
PP (CHEN et al., 2023; SHARMA; CHATTERJEE, 2017). No Brasil, as agéncias
governamentais recomendam que asmascaras sejam colocadas dentro de dois sacos
plasticos resistentes, sendo descartadas no lixo sanitdrio ou organico (BEZERRA;
CASSAB, 2020; GUNTHER, 2020).

A OMS recomenda que as mascaras cirargicas ndao sejam recicladas
mecanicamente apos o uso, antes de passarem por processos de descontaminagao, por
risco bioldgico, uma vez que sdo consideradas como residuo médico (MADERUELO-
SANZ etal.,2021). A abrasdo e envelhecimento do PP faz com que as ligagdes quimicas
sejam quebradas, gerando particulas de tamanho micro € nano, além de que radicais

poliméricos sao liberados para o ambiente (CHEN et al., 2023).

2.4  ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E INDICADORES BIOLOGICOS

A ecotoxicologia ¢ uma area especializada da toxicologia ambiental, seus estudos
sao baseados nos impactos causados por agentes naturais ou sintéticos que possam incidir
sobre organismos vivos e sua interagio com o meio (COSTA et al.,2008; MAGALHAES;
FERRAOFILHO, 2008). Os ensaios ecotoxicolégicos sio realizados em laboratérios,
com condigdes experimentais controladas que permitem avaliar os efeitos dos agentes
quimicos e fisicos provenientes de causas antropogénicas, sobre 0s organismos vivos
(HAHN, 2011). Essaciéncia auxilia no fornecimento de informag¢des importantes para os

gestores ambientais, no que diz respeito ao monitoramento ambiental e na previsdo de
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futuros impactos ambientais (ZAGATTO& BERTOLETTI, 2008).

Nos ultimos anos, a toxicologia aquatica vem tendo destaque devido a crescente
poluigdonos corpos hidricos, principalmente pelos chamados contaminantes emergentes,
os quais ndo apresentam métodos para sua quantificacdo bem estabelecidos
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Cada vez mais a ecotoxicologia aquatica
busca encontrar solucdes para os problemas que assolam esse ambiente, assim como
novos estudos para descobrir organismos bioindicadores que possam captar e responder
o objeto de interesse eficientemente quando expostos a agentes nocivos a satde ambiental
(COSTA et al., 2008; WALKER et al.,2019).

Para auxiliar na avaliagcdo dos impactos de determinadas substancias quimicas em
ambientes aquaticos, sdo utilizados testes de ecotoxicidade com invertebrados e
vertebrados, pois muitas espécies podem atuar como sentinelas, indicando inicialmente o
efeito de contaminantes em seu habitat (CASTRO et al., 2018b; PEREIRA NAVARRO
LINS et al., 2010). As informacgdes obtidas por meio destes testes sdo usadas para
comparar diferentes substancias quimicas presentes na agua, e verificar a sensibilidade
de diversos organismos aquaticos a um mesmo elemento. Pois somente analises fisicas e
quimicas ndo sdo suficientes para avaliar o risco de contaminantes presentes na agua
(COSTA et al., 2008; SILVA;POMPEQ; PAIVA, 2015)

Estes testes sdo efetuados com organismos indicadores, que podem apresentar
sensibilidade a estressores, sdo escolhidos por suas caracteristicas de respostas a
determinadas substancias, e mostram alteragdes comportamentais, fisiologicas e
morfologicas (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008; SILVA; POMPEO; PAIVA,
2015). A exposicao do organismo pode ser considerada aguda, quando um agente toxico
¢ liberado em grandequantidade, de apenas uma vez, e tendo rapida absor¢do pelo
organismo em um periodo de tempo que varia entre 24 a 96 horas. As respostas dos testes
agudos sdo analisadas por meio damortalidade ou imobilidade dos organismos, que
podem ser expressas por meio dos valores de CES0 ou CL50 (COSTA et al., 2008;
MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

A exposi¢ao subcronica dos organismos visa medir os efeitos das substancias
quimicas por um periodo que abrange parte da vida do animal, aproximadamente 10% do
tempo de vida, normalmente estes ensaios sdo feitos a partir de dez (10) dias
(SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008). As substancias testadas sdao liberadas
lentamente e em baixas concentragdes, permitindo avaliar concentracdes subletais, as

quais ndo levam a morte do organismo, mas podem afetar seu crescimento, reprodugao,
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alimentag¢do, podendo se fazer andlises histologicas, hematologicas e comportamentais
(MAGALHAES & FERRAO FILHO,2008).

Os testes de toxicidade podem ser divididos de acordo com a quantidade de trocas
periddicas das solugdes, podendo ser estatico, semi-estatico e dindmico. No teste estatico
ndo ha a renovagao da solugdo-teste, enquanto que no semi-estatico a uma renovagao
continua, em média a cada 24 horas, e nos testes dindmicos as solucdes sao renovadas
continuamente (COSTA et al., 2008).

Os peixes e invertebrados de agua doce sdo bastante sensiveis a variagdes
ambientais, sendo amplamente utilizados por suas respostas aos testes ecotoxicologicos
(CARTRO et al., 2018a). Esses organismos exibem sinais que podem indicar algum
estressor no ambiente que estdo expostos, sendo que eles com ampla funcao indicadora,
desde monitorar area de langamento de efluentes até indicar determinadas mudancas em
local de interesse, fornecendo informagdes complementares, muito necessarias para a

analise de risco ecoldgico (ARIAS et al., 2007, DAMATO, 2001).

2.5 BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem ser definidos como uma resposta bioldgica do
organismo a estressores presentes no ambiente em que vivem, elas podem se manifestar
em alteragdes bioquimicas, celulares, histologicas, fisioldgicas ou comportamentais (DE
JESUS & DE CARVALHO, 2008; GUIRADO & MARTINS, 2019). Os biomarcadores
possibilitam identificar as interagdes que ocorrem entre 0s contaminantes € 0S
organismos, bem como permite mensurar os efeitos sub-letais (DE JESUS; DE
CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores sao essenciais para monitorar a satide do ecossistema aquatico,
auxiliando no monitoramento ambiental para uma deteccdo precoce de eventos
adversos reversiveis (AMORIN, 2003; WINKALER et al., 2001). Os biomarcadores sdo
classificados como o de exposicao, efeito ou suscetibilidade.

Os biomarcadores de exposi¢do sdo alteracdes bioldgicas mensurdveis e que
mostram a exposi¢ao dos organismos a um poluente, sdo conhecidos por serem sensiveis
e especificos quanto aos compostos analisados. Os biomarcadores de efeito nao sdo tao
especificos quanto aos estressores, ndo fornecendo muitas informagdes acerca de sua
natureza, mas mostram as informagdes de respostas bioquimicas, tecidual, fisiologica ou

comportamental. E o biomarcador de suscetibilidade sdo as mudancas das respostas do

26



organismo ao longo do tempo e entre a exposicao e o efeito (AMORIN, 2003; DE JESUS
& DE CARVALHO, 2008).

O grau de eficiéncia do biomarcador depende do organismo e de sua posi¢dao na
cadeia trofica, por isso € necessario conhecer a viabilidade de cada um para cada situagao

(DE JESUS;DE CARVALHO, 2008).

2.5.1 Biomarcadores de genotoxicidade

2.5.1.1 Ensaio cometa alcalino

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula inica ¢ uma técnica utilizada ao
redor do mundo para a detec¢do de danos no DNA, que podem ser causados por agentes
genotoxicos (DA ROCHA et al., 2009a; GAJSK; LANGIE; ZHANATAEV, 2020). Esse
ensaio foi introduzido pelos pesquisadores Ostiling e Johanson (1984) e adaptada por
Singh (1988) e Olive (1990) e se popularizou devido ao fato de poder ser aplicado na
maioria das células eucaridticas, além de ser um ensaio sensivel, confiavel, rapido e de
baixo custo (CHOUCROUN et al., 2001; DA ROCHA et al., 2009a; ZEGURA; FILIPIC,
2019).

O ensaio cometa consiste em remover as membranas e proteinas celulares e
nucleares das células por meio da lise celular. Sendo que apos o tratamento alcalino e de
eletroforese 0 DNA migra em dire¢do ao anodo, a extensdo da migracdo do DNA reflete
a extensdo do dano (CHOUCROUN et al., 2001; DA ROCHA et al., 2009a). Assim
sendo, o ensaio se baseia na hipdtese de que os danos causados no DNA por agentes
genotoxicos produzem cadeias de DNA de baixo peso molecular, sendo elas liberadas ao
longo do processo de lise, formando a cauda do cometa (CHOUCROUN et al., 2001).
Enquanto que o DNA de alto peso molecularpermanece no nucleo, ndo migrando para
nenhuma regido, formando a cabeca do cometa (CASTRO et al., 2021; CHOUCROUN
et al., 2001; MCART et al., 2009; NAGUIB et al., 2022).



Figura 1 - Demonstragdo da cabega e cauda de um nucledide.

Fonte: a autora (2022)

O ensaio cometa ¢ uma analise que se mostra sensivel para quantificar os danos
genotoxicos em varias espécies de peixes (NAZ et al.,2019). A maioria dos ensaios utiliza
os eritrdcitos pararealizar este teste, pois a obtencao das células é relativamente facil, além
de que essas células sdo nucleadas. Esse procedimento pode ser aplicado em varios tipos
de células, deacordo com o tipo de contaminante e seu modo de interagdo com o

organismo, além dos eritrécitos, as células mais utilizadas sao das branquias, figado, rim

e intestino (COTELLE; FORARD, 1999; GAJSKI et al.,2019a; MURALY; K. V., 2021).

2.5.2 Biomarcadores bioquimicos

Os biomarcadores bioquimicos sdo muito utilizados na detec¢ao de poluentes no
ambiente aquatico, pois oferecem muitas vantagens como uma grande sensibilidade e
especificidade, sdo detectados por primeiro em nivel molecular e celular e possuem um
custo relativamente baixo. Assim sendo, permitem auxiliar na antecipacao de possiveis
efeitos na cadeia tréfica, bem como na saude humana (LOPES et al., 2019; MOREIRA;
GUILHERMINO, 2005).

Para o monitoramento de ambientes aquaticos, os biomarcadores bioquimicos sdo
utilizados principalmente em peixes, pois além de estarem em contato constante com o
contaminante, também ocupam um importante papel na cadeia tréfica, estando presentes

na alimenta¢do humana. Por esse motivo, os biomarcadores mais usados em pesquisas
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envolvendoo meio aquatico estao relacionados com as enzimas responsaveis pela

detoxificagdo do organismo em relagdo aos xenobidticos (MARTINEZ, 2006).

2.5.2.1 Biomarcadores de neurotoxicidade

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima que esta presente no sistema nervoso
central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP), tendo um papel importante na
regulacdo de neurotransmissores, atuando em diversas fungdes fisiologicas do organismo
(ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). A AChE ¢ responséavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e 4cido acético durante as sinapses
colinérgicas, cessando os impulsos nervosos (DE BE MATOS et al., 2022; LOPES et al.,
2019).

Figura 2 - Esquema da finalizacdo da transmissdo de impulsos.
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Fonte: Araujo; Santos; Gonsalves, 2016.

Legenda: a imagem a esquerda ilustra a transmissdo das sinapses de maneira normal e a imagem a direita

indica a inibi¢do daAChE.

A ACh precisa ser degradada rapidamente, antes de um novo impulso nervoso,
garantindo um funcionamento normal do sistema sensorial € neuromuscular. Quando a
AChE ¢ inibida ocorre o acimulo de ACh na fenda sindptica e nos tecidos musculares,
desregulando o sistema colinérgico (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016; LOPES
et al., 2019).



A determinagao da atividade da AChE ¢ muito utilizada nos estudos
ecotoxicologicos com peixes, sendo um marcador importante de danos nervosos, sua
inibi¢do ocorre em exposi¢ao a contaminantes como carbamatos, organofosforados,
metais pesados e piretrdides (DE BE MATOS et al., 2022; DE LA TORRE; FERRARI;
SALIBIAN, 2002a; MENENDEZ-HELMAN et al., 2015) A atividade normal da AChE
nos peixes € importante para regular as fungdes fisiologicas, como a capacidade
locomotora, fuga de predadores, forrageamento, distribuicao espacial, interagdo social,
dentre outros (FULTON; KEY, 2001; KIST et al., 2012a;MENENDEZ-HELMAN et al.,
2015). Em casos de inibi¢ao da atividade da AChE pode ocorrera sindrome colinérgica,
insuficiéncia respiratoria e em casos mais graves a morte do individuo (LOPES et al.,
2019; YAWETZ; MANELIS; GASITH, 1993).

Este estudo utilizou o método de Ellman et al (1961) adaptado para microplaca
por Silva de Assis (1998), a qual parte do principiode que a AChE da amostrabiologica
utilizada hidrolisa um substrato sintético (iodeto de acetilcolina) em tiocolina e acetato,
de modo que a tiocolina resultante interage com o reagente (5,5-ditio-bis-2
nitrobenzoato), formando o anion 5-tio-2-nitrobenzoato que pode ser mensurado por

aumento da absorbancia.

2.5.3 Sistema de biotransformacao

Os animais vertebrados possuem em seu organismo um conjunto de enzimas
responsaveis por converter os xenobioticos em compostos menos toxicos, de modo a
facilitar aexcregao pelas vias urinarias, esse processo ¢ conhecido como biotransformagao
(LIVINGSTONE, 1998; NEBBIA, 2001; OZASLAN et al., 2017). As enzimas
responsaveis por esse processo em sua maioria estdo presentes no figado, cuja fungdo é
converter os xenobidticos hidrofobicos e lipossoluveis em metabodlitos excretaveis e
soluveis em agua (NEBBIA, 2001; OZASLAN et al., 2017).

Entretanto a biotransformacao ndo significa desintoxicagdo do organismo, em
alguns casos os metabdlitos formados podem reagir com outras moléculas causando a
bioativagao, dando origem a metabolitos estaveis ou instaveis mais toxicos do que os
compostos originais (LIVINGSTONE, 1998; NEBBIA, 2001). A biotransformagio
ocorre em etapas, a primeira delas ¢ chamada de Fase I. Esta fase adicionaum grupo polar
como a hidroxila(OH), carboxila(COOH), tiol (SH) e amino (NH2) na molécula por meio

das reacdes de oxidagado, reducdo e hidrolise, sendo catalisadas por enzimas pertencentes
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a superfamilia citocromo P450 (SANTOS; BUENO DOS REIS MARTINEZ, 2020). Nas
reagdes da Fase II os metabolitos passam por reagdes de conjugagdo de substratos
hidrofilicos endogenos, o que aumenta a hidrossolubilidade dos compostos, facilitando a
excrecao nas células (DOS REIS et al., 2020; HOFFMANN et al., 2014; JOKANOVIC,
2001; NEBBIA, 2001).

As isoenzimas Glutationa-S-transferases (GST) sdo enzimas ligadas a
detoxificagao da Fase II, sendo encontradas no citosol da célula. A GST tem diversas
fungdes, entre elas estd a defesa contra danos oxidativos, antioxidante de metabolitos
secundarios, alémde converter espécies reativas de oxigénio (ERO) em substancias menos
nocivas (GALLEGO- RIOS; PENUELA; MARTINEZ-LOPES, 2021; PARK et al.,
2018; SEVIOR; PELKONEN; AHOKAS, 2012). A GST protege as células contra
substancias endogenas e exogenas (xenobioticos) por meio da catalise da ligacao
nucleofilica da glutationa reduzida (GSH), juntamente com varios metabolitos envolvidos
na desintoxica¢ao de intermediarios reativos, convertendo uma molécula lipofilicareativa
em uma molécula ndo reativa solivel em agua, sendo excretada mais facilmente
(BASTOS et al., 2013; KIM et al., 2010; SAMANTA et al., 2014; WANG; LU; CUI,
2012). A atividade da GST pode ser reduzida ou aumentada por uma série de xenobioticos

(SAMANTA et al., 2014; WANG; LU; CUI, 2012).

2.5.4 Estresse oxidativo

Todos os organismos aerdbicos geram radicais livres durante as fungdes
fisiologicas normais do organismo, pois parte do oxigénio absorvido € convertido em sub
produtos por meio de reagdes de 6xido-reducdo, um dos subprodutos mais estudados sdo
as espécies reativas de oxigénio (ERO) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; WU et al.,
2021). As ERO sao formadas continuamente pelo metabolismo dos organismos em seu
processo normal, sdo concentragdes tdo baixas que as células ja apresentam meios de
defesa para conter os efeitos desses radicais (AJIMA et al., 2017; BARBOSA et al.,
2010).

Entretanto alguns xenobidticos tem o potencial de produzir ERO, superando a
prote¢do proporcionada pelos mecanismos de defesa antioxidante do metabolismo do
organismo (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017, LUSHCHAK, 2016; WU et al., 2021).
Quando os niveis de ERO aumenta comeca a ocorrer o dano oxidativo, o qual danifica as

macromoléculas bem como o DNA, proteinas, lipidios e agicares. Em humanos o
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aumento desse radical livre pode causar algumas doencas como o Parkinson, além de
participar ativamente nos processos de envelhecimento (LUSHCHAK, 2016; SUN et al.,
2006; YANG; LIM; SONG, 2020).

Os principais sistemas de defesa antioxidante dos vertebrados sdo os enzimaticos,
como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx)e
glutationa redutase (GR) e os ndo enzimaticos que incluem as vitaminas E, C e A. Se
esses sistemas comec¢am a falhar, propiciasse um ambiente para o aumento de danos
oxidativos (GONZALEZ-RIVERA, 2021; JOS et al., 2005).

A CAT ¢é uma das principais enzimas antioxidantes envolvida na decomposicdo
do peroxido de hidrogénio (H,0:), estando amplamente distribuida no tecido dos peixes,
o qual atua transformando o H,O, em 4gua e oxigénio, sem produzir radicais livres
(YANG; LIM; SONG, 2020). Além de atuarem neste processo, tem um papel importante
em varios processos bioldgicos, incluindo inflamagdo, mutagénese, prevengao da
apoptose e estimulagdo de um amplo espectro de tumores. A diminui¢do da atividade da
CAT aumenta o riscode peroxidacao lipidicadevido o acimulodo peroxido de hidrogénio
nos tecidos (YANG;LIM; SONG, 2020; ZHANG et al., 2011).

A membrana plasméatica também acaba por ser suscetivel a danos pela quantidade
excessiva de EROs, por meio da peroxidagao lipidica (LPO). A LPO incorpora oxigénio
molecular aos acidos graxos poliensaturados, produzindo os hidroperédxidos, o que levam
a destrui¢do de sua estrutura, fazendo com que a membrana perca sua integridade e
permeabilidade, facilitando a entrada de espécies reativas no interior das células
(CARVALHO et al., 2012; HIGUCHI, 2003; LIMA SILVA; ABDALLA, 2001). A
peroxidagao lipidica ¢ um dos indicadores utilizados para avaliar o dano oxidativo em
peixes, o qual contribui na perda da fun¢ao celular e fisiolégica do animal (AJIMA et al.,

2017).

2.6 PEIXES COMO MODELOS DE ESTUDOS TOXICOLOGICOS

Os peixes estdo presentes em todos os sistemas aquaticos € em varios niveis
troficos, sendo capazes de reter xenobidticos que estdo na agua, além de estarem expostos
diretamente ao contaminante, fazendo com que reajam a quaisquer alteracdes do
ambiente, refletindo sensivelmente as concentragdes existentes no local (CASTRO et al.,
2018a; GALLEGO-RIOS; PENUELA; MARTINEZ-LOPES, 2021; UDROIU, 2006;
WHITFIELD; ELLIOTT, 2002).
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Outras caracteristicas que os tornam tdo importantes para o monitoramento
ambiental s3o as de que os peixes também respondem de modo semelhante aos demais
vertebrados, estdo presentes na dieta humana e respondem aos xenobidticos do nivel
molecular até o populacional (CASTRO et al.,2018a; WHITFIELD; ELLIOTT, 2002).

Por serem animais que oferecem uma gama de caracteristicas que possibilitam
verificaros efeitos dos xenobiodticos no funcionamento do seu organismo, sdo muito
utilizados em ensaios agudos (96h) e subcronicos (7 a 21 dias) em laboratorios (BAVIA et
al.,2022; HAMEDet al., 2019). Desse modo a literatura envolvendo pesquisas com peixe
¢ extenso, isso possibilita uma analise de dados e comparagdes mais completas e
eficientes (BAVIA etal., 2022; BOLGER; CONNOLLY, 1989; DA ROCHA et al.,2009;
OZASLAN et al.,2017; THORE et al., 2021; WHITFIELD; ELLIOTT, 2002; WU et al.,
2021).

2.7 Oreochromis niloticus

A espécie de peixe Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), conhecida
popularmentecomo tilapia do Nilo é originaria da Africa, principalmente na regido do Rio
Nilo. Sua distribuicao geografica atual ¢ mais ampla, devido a introducao desta espécie
em diversos paises. S0 peixes subtropicais e tropicais de 4gua doce, pertencente a familia

Cichlidae (GRAMMER et al., 2012; GU et al., 2016).

Figura 3 - Exemplar da espécie Oreochromis niloticus

Fonte: Camoleze (2019)
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Muitos paises cultivam essa espécie para fins comerciais, pois a tilapia possuiu
grande importanciana induastria alimenticia, ficando conhecido como o “frango aquatico”
devido ao seu grande consumo e um alto indice de proteina diética (TAO et al., 2021). A
rapida adesdo por parte dos piscicultores a essa espécie se dd devido ao seu rapido
crescimento, boa reprodugao, facil cultivo, capacidade de se alimentar em diferentes niveis
troficos (GRAMMER et al., 2012).

Como a tilapia do Nilo vem ganhando espago em diversos paises, as pesquisas
laboratoriais envolvendo esse animal também aumentou, pois, esse peixe tem sido
amplamente utilizado para acompanhar os impactos de diversas fontes de contaminacdo
dos ecossistemas aquaticos. Pesquisadores utilizam a espécie para avaliar o estado geral
da saude dos peixes, por meio dos biomarcadores, dentre eles, os genéticos e bioquimicos
(BAVIA et al., 2022; CARVALHO et al., 2012). Atualmente as pesquisas envolvendo
Oreochromis niloticus sdo usadas na toxicologia para avaliar muitos contaminantes
(AMIN et al., 2022; HAMED; ISMAL; FAGGIO, 2021; MARINS et al., 2021; YANG
et al., 2022), farmacos (AJIMA et al., 2021; LIU et al., 2021; VIJITKUL et al., 2022),
contaminantes emergentes (ALMEIDA et al.,2002; BARBIERI et al., 2016; GEMUSSE
et al., 2021; HANDAYANI; SOEGIANTO; LIGNOT, 2020; LIU et al.,2023) e também
microplasticos (DING et al., 2018; HAMED et al., 2019; ISMAIL; SALEH; SAYED,
2021a; OLIVA-HERNANDEZ et al., 2021).

Estudos utilizando o género Oreochromis para avaliacdo dos danos causados por
microplasticos apontam alteragdes celulares, bioquimicas e histopatoldgicas nos animais.
O aumento nos indices de estresse oxidativo, peroxidacao lipidica, fragmentagao do
DNA, apoptose, bem como alteragdes no sistema de detoxificagdo e reproducdo do
animal, s3o algumas das disfun¢des ocasionados por microparticulas plasticas
(HAMED et al., 2019,2020; ISMAIL; SALEH; SAYED, 2021; JEYAVANI et al.,2023;
RAZA et al., 2023).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

3.1.1 Microscopia eletronica de varredura acoplado a espectroscopia por

energia dispersiva(EDS).

Para verificacdo da morfologia do material estudado, as amostras de mascara
branca e preta (10 mm X 10 mm) foram fixadas em um suporte proprio para a analise
(stub), submetidas a uma metalizagdo com ouro (equipamento: Quanta Quorum —
modelo Q150R ES), e avaliadas pela técnica de microscopia eletronica de varredura, no
aparelho Zeiss modelo Evo MA 15, com detector de energia dispersiva EDS X (Centro
multiusudrio de caracterizagdes de material, UTFPR CampusCuritiba, sede Centro). As
amostras foram visualizadas nas condi¢oes de 15 kV e aumentos de 50x, 100x, 200x e
500x.

Com objetivo de analisar os elementos quimicos presentes no material, foi

utilizado o detector EDS X para andlise quimica qualitativa do material.

3.1.2  Espectroscopiana regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras das duas cores de mascaras foram analisadas sobre os espectros de
absorcaona regido do infravermelho, sendo submetidas a faixa de nimero de onda de
4000 a 500 cm-' nos espectrofotdometros: Fontier PerkinElmer — modelo Spectrum 100S
(UTFPR campusMedianeira — Central Analitica Multiusudrio de Medianeira). Para as
amostras solidas os espectros foram registrados em pastilhas de brometo de potéssio
(KBr) a partir de uma média de 8 varreduras, com resolu¢ao de 4 cm- '. As pastilhas

foram preparadas a uma pressdo proxima a 9 kbar em prensa axial.

3.1.3 Granulometria por peneiramento

Para o ensaio de granulometria, foi utilizado o método descrito por JORDAN et
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al., (2016), seguindo as recomendac¢des da norma ABNT NBR 7181 (2016), dispondo de
parametrose metodologias para analise granulométrica de solos.

As amostras das mascaras cortadas para a exposicdo do bioensaio, foram
submetidas ao processo de peneiramento em oito peneiras com tela de aco inox. As
dimensdes das malhas (mesh) utilizadas, variaram entre 4,7600 a 0,0755 mm. O material
foi submetido por 20 minutos em peneirador eletromagnético: marca Cotenco (UTFPR
Campus Curitiba), na intensidade maxima de vibracao, ao final, as amostras ainda foram
submetidas ao peneiramento manual. Apds, pesou-se o material em balanca semi-
analitica, as particulas retidas nas peneiras foram tratadas para posterior determinagao da

granulometria do material.

Figura 4 — Amostras sendo peneiradas pelo peneirador eletromagnético.

Fonte: a autora (2023)

3.2 ENSAIOS DE TOXICIDADE

O bioensaio com peixes iniciou-se apds a aprovagao do projeto pela Comissao de
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Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR) com
o protocolo nimero 2022-03 (Processo n° 23064.016838/2022-90).

3.2.1 Agquisi¢do e aclimatagdo

Peixes da espécie Oreochromis niloticus (n=150 alevinos) foram adquiridos
comercialmente em piscicultura local para a realizag¢do do bioensaio. A aclimatacao dos
peixes ocorreu no Laboratério de Ecotoxicologia da UTFPR durante 30 dias em
tanques de 250 L e mais cinco dias em aquarios de 24 L contendo agua filtrada e

declorada, sob aeragdo constante e fotoperiodo natural.

Figura 5 - Aclimatacdo de Oreochromis niloticus em laboratorio.

~
Legenda: em (A) os tanques de aclimagdo dos peixes no laboratdrio e (B) os peixes durante a aclimatacao.
Fonte: a autora (2022)

As condigdes para aclimatagdo foram monitoradas diariamente (temperatura, pH,
mortalidade), bem como a realizagdo da troca parcial da dgua dos tanques e/ou aquarios
por meio na sifonagao, seguido com a higienizagdo dos mesmos com etanol (70%) e papel
toalha. O periodo de realizacao do bioensaio foi no inverno (entre maio e junho de 2022),
no inicio da aclimatagdo foram registradas mortes por conta do frio, sendo necessario o
uso de aquecedores com termostatos para manter a temperatura em torno de 23 C° para o
desenvolvimento dos peixes.

A alimentagdo era realizada trés vezes ao dia (8, 13 e 18 horas) com ragao
comercial flutuante contendo 46% de proteinas. Durante a aclimatagdo percebeu-se a
presenca de fungos nos alevinos, sendo tratados com sal grosso (com baixo teor de i0odo)
na concentracdo de 0,5 g/L, sendo diminuidas conforme a melhora do quadro. Durante
todo o periodo de cuidado comos peixes, desde a aclimatacgdo até o fim da exposicao,

priorizou-se a qualidade de vida do animal, conforme as recomendag¢des do CEUA e do



Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Por isso, a
densidade de peixes por aquario era inferior a 0,5 g/L, as pessoas que circulavam pelo
ambiente foram orientadas a ndo se aproximar. Nos aquarios foram colocados tubos

inertes, para promover a distracdo dos organismos.

3.2.2 Preparagdo das amostras de méscaras

Para a padronizag¢ao dos pedacos de microplasticos advindos as méscaras, foram
realizados cortes em pedagos de aproximadamente 5 mm. Para tal procedimento
retirou-se o clipe nasal das mascaras, e iniciou-se o processo de corte das mascaras

com auxilio de uma tesoura.

Figura 6 — Amostras cortadas de méscaras branca e preta utilizadas para exposi¢ao.

Legenda: fragmentos das mascaras obtidos pormeio do corte com tesoura, com tamanho inferior a5 mm.
Em A mascaras descartaveis pretas e em B mascaras descartaveis brancas.

Fonte: a autora (2022)

Apds obtencdo do tamanho desejado as mascaras cortadas foram pesadas em
balanca analitica para o preparo da solu¢do matriz de 5g por litro, a solu¢do matriz foi
divididaem erlenmeyers de 125 mL. Os erlenmeyers foram colocados na mesa agitadora
por um periodo de 72 h sem intervalo de descanso, ap6s o periodo pré-estabelecido, as

amostras foram armazenadas em temperatura ambiente onde ndo incidisse luz solar.



Figura 7 — Amostras de mascaras prontas para agitagdo em mesa agitadora.

Legenda: erlenmeyers com as concentragdes especificas de mascaras diluidas em agua,
prontas paraserem colocadas na mesa agitadora.

Fonte: a autora (2022)

O uso da mesa agitadora teve por objetivo aumentar a superficie de contato com a
agua, liberando uma quantidade maior de particulas, simulando assim o desprendimento

de fibras nos corpos d’agua.

Figura 8 - Procedimento de preparo das amostras em laboratério.

Legenda: em A e B as amostras prontas para o iniciar o ciclo de 72 horas, em C e D as amostras
apo6s o periodode agitagdo com as fibras soltas na agua.
Fonte: a autora (2022).
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3.2.3 Ensaios subcronicos

Os bioensaios foram conduzidos em condi¢des semelhantes aos da aclimatagao

(aeragdo constante, pH, temperatura, fotoperiodo, frequéncia de alimentagdo e limpeza).

Foram realizados sete tratamentos de exposi¢do: controle negativo (CN), trés grupos com

microparticulas provenientes da mascara branca e trés grupos com microparticulas

provenientes da mascara preta. Para melhor organizacao das concentragdes, 0s aquarios

foram nomeados conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Nomenclatura adotada para os grupos e concentragdes no bioensaio.
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Grupos Concentra¢do Nomeagdo
Controle --- C
Méscara branca 0,2 mg/L MBCI1
Mascara branca 1 mg/L MBC2
Mascara branca 5mg/LL MBC3
Mascara preta 0,2 mg/L MPC1
Mascara preta 1 mg/L MPC2
Mascara preta 5 mg/L MPC3

Fonte: a autora (2023)

Cada grupo experimental foi formado por aquarios contendo 50 L de agua filtrada

contendo 11 individuos por aquario, totalizando 77 individuos no bioensaio.

Figura 9 - Representacdo esquematica do bioensaio

Mascara branca Mascara preta
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Fonte: a autora (2022)



Para o presente trabalho foi escolhido fazer uma progressdao de 5 vezes mais
particulas do que a concentragdo anterior, a qual iniciou-se em 0,2 mg/L (0,2mg/L x 5;
Img/L x 5 e Smg/L), assim como em trabalhos semelhantes. No trabalho de Hamed et al.
(2019) utilizando O. niloticus, os organismos foram submetidos as concentracdes de
Img/L; 10 mg/L e 100 mg/L de pd bruto de um microplasticonao especificado. Bem como
no trabalho de Ding et al. (2018) que usou concentragdes de PS entre 0,001 a 0,Img/L.

O método para exposicao foi o subcronico, com 14 dias de exposi¢do em um
sistema semi-estaticocomrenovacao parcial diariade ¥ do contaminante e da 4gua (DING
etal.,2018;ISMAIL; SALEH; SAYED, 2021; JEYAVANI et al., 2023). No primeiro dia,
a solucao estoquede 5 g/L contendo as microparticulas provenientes das madscaras
descartdveis foi pipetada nos aquarios, sendo renovadas diariamente conforme a troca

parcial da dgua. Durante os o periodode ensaio os peixes eram alimentados com racgao

comercial.

Tabela 2 - Volume das solugdes pipetadas nos aquarios.
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Grupos Vi (1°dia) Vr (2°ao 14° dia)
V(50 L)/mL V(40L)/mL
0,2 mg/L 2 1,6
1 mg/L 10 8
5 mg/L 50 40

Fonte: a autora
Legenda: Vi — volume inicial das misturas estoques, adicionadas no primeiro dia de exposi¢éo nos
aquarios contendo 50 L de 4gua. Vr — volume da mistura estoque adicionada para renovagao parcial,

em aquarios com renovacao de 40 litros de agua.

Figura 10 — Aquarios com Oreochromis niloticus durante a exposi¢ao do bioensaio com as mascaras

Fonte: a autora



3.2.4 Coleta do material bioldgico

Apo6s os 14 dias de exposigdo, os peixes foram capturados e anestesiados via
hidrica em benzocaina 10% para a coleta de dados bidticos como o peso, comprimento
padrao, comprimento total e observagdes morfoldgicas. Apds o aferimento das medidas
coletou-se o sangue dos peixes por pun¢ao cardiaca utilizando um capilar heparinizado,
o sangue foi utilizado para analises de genotoxicidade pelo ensaio cometa. Na sequéncia,
foi realizada a eutanésia dos peixes por seccdo medular e entdo foram retirados os 6rgaos
pertinentes para as analises de biomarcadores bioquimicos (figado, musculo e cérebro).
Para ndo haver desnaturagdo das proteinas e enzimas, os 6rgdos coletados foram

armazenados individualmenteem microtubos em ultrafreezer a -80 °C.

3.2.5 Biomarcador Somatico

Os dados coletados referentes ao peso e tamanho dos peixes foram utilizados para
calcular o Fator de Condicao de Fulton (K). Esses dados auxiliam a averiguar a condi¢ao
de saude e o estado nutricional dos peixes calculado conforme a equacdo (FULTON,

1902):

K=W/L?
Onde:
W = peso do individuo (g)

L = comprimento do individuo (cm)

3.2.6 Biomarcadores de genotoxicidade

Para a realizagdo do ensaio cometa aproximadamente 10 a 15 microlitros de
eritrocitos foram coletados dos peixes, apds o material foi colocado em microtubos
contendo 1 mL de sorobovino fetal (SBF), a fim de conservar o material bioldgico
(RAMSDOREF et al., 2009). Posteriormente, 15 uL de cada amostra foram diluidos em
120 puL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) para entdo a suspensao celular ser
homogeneizada com micropipeta, adicionadaem uma lamina de microscopia previamente
coberta com agarose de fusdo normal (1,5%) e coberta com uma laminula. Apos, as
laminas foram mantidas na geladeira para a solidificagdo da agarose LMP

Na proxima etapa da técnica, as laminulas foram removidas cuidadosamente e as
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laminas depositadas em cubetas contendo solugdo de lise uso (Triton X100 (1%), DMSO
(10%) na solugdo de lise estoque (NaCl (2,5 M), EDTA (100 mM), Tris (10 mM), NaOH
(0,8%), N- lauril-sarcosinato (1%)) por 24 horas a 4°C. Ap0s, as laminas foram dispostas
em uma cuba horizontal e imersas em uma soluc¢do tampao de eletroforese gelada alcalina
(pH>13; NaOH (10 N) e EDTA (200 mM)) por 25 minutos para desnaturar o DNA, e
entdo, foi realizada a eletroforese a 300 mA - 25V por 25 minutos. As etapas seguintes
foram trés banhos de neutralizagaoem 0,4 M Tris (pH 7,5) e a fixagdao em alcool etilico
P.A. por 10 minutos. Ao final, as 1aminas foram coradas usando 20 pL de brometo de
etideo diluido a 20 pL-mL ' paraobservacdo de nucledides em microscopio de
epifluorescéncia (Leica DMLS2) em aumento de400 vezes.

Todas as etapas do ensaio cometa foram desenvolvidas no escuro, e em cada
lamina foram analisados cem nucledides, sendo separadas em cinco classes de dano:
classe 0 (sem dano), classe 1 (dano minimo), classe 2 (dano médio), classe 3 (dano
intenso) e classe 4 (dano maximo). Para o célculo dos escores foi multiplicado o total
de nucledides classificados em uma classe pelo nimero da classe, em seguida foi

realizada a somatoria das multiplicagdes,conforme mostra a equagao:

Escores = (0 xn) + (1 xn) + (2 xn) +(3 x n) +(4 x n)

onde:

€C_.9

n” representa o total de danos de uma classe (0, 1, 2, 3 ou 4) avaliados em uma

lamina.

Durante a leitura os cometas que estavam sobrepostos, sem formacao da cabega
ou com caudas difusas, foram desconsiderados da classificagdo, pois estas caracteristicas
podem estar associadas a morte celular, seja por apoptose ou por necrose celular (OLIVE

et al., 1990).
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Figura 11 - Esquema da metodologia do ensaio cometa com Oreochromis niloticus e a
classificagdo dos danos no material genético.
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Eritrécitos + 1ml SBF
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Coloragédo

Anadlise

Legenda: Imagens capturadas no microscopio de epifluorescéncia em aumento de 400 vezes,
mostrando (A)classe 0, (B) classe 1, (C) classe 2, (D) classe 3, (E) classe 4. Fonte:
A autora (2023).

3.2.7 Biomarcadores bioquimicos

Os o6rgaos coletados apds o ensaio foram retirados do ultrafreezer, pesados e
colocados em frascos de 2 ml com tampao fosfato de potdssio na proporcao 1:2 (m/v) de
musculo e 1:3 (m/v) de cérebro em tampao fosfato 0,1 mol-L ' com pH 7,5. Enquanto a
proporgdo para o figado foi de 1:3 (m/v) com tampao fosfato de 0,1 mol-L ! ¢ pH 6,5.
Apos adicionado o tampao nos frascos foi utilizado um desagregador de tecidos modelo
ultra-turrax (Meclab), durante todo o procedimento as amostras permaneceram
refrigeradas. Apos a homogeneizagdo, o material foi centrifugadoa 10.000 g por 20 min
a 4° C, em seguida o sobrenadante foi separado e armazenado no ultrafreezer (- 80 °C)
até a realizacdo dos testes. Por fim as amostras foram preparadas em quadruplicatas em
microplacas de 96 pogos e lidas na leitora de microplacas FluoStar Omega, conforme o

protocolo.



3.2.7.1 Proteinas totais

Para a determinagdo da concentragdo de proteinas totais foi utilizado o método de
Bradford (1976), adaptado para microplacas de 96 pogos. Esse método parte do principio
da deteccdo espectrofotométrica da reagdo entre o corante reativo de Bradford com
proteinas contendo aminodcidos de cadeias laterais ou aromaticas, resultando em valores
das atividades enzimaticas em funcdo da quantidade de proteinas, a fim de averiguar a
quantidade de proteinasnas amostras. Para isso foi feita uma curva de calibragio
utilizando soro de albuminabovina (BSA) nas concentragdes de 0,125; 0,25;¢ 0,5 g'L !,
sendo adicionado 10 pLL de BSA para 250uL de reativo de Bradford diluido em agua
destilada (1:5) em cada poco da microplaca. A aobsorbancia foi medida em leitora de
microplacas no comprimento de onda de 595 nm.

O sobrenadante dos homogenatos das amostras dos tecidos cerebrais, musculares
e hepaticos foram diluidos na proporcao 1:20 em seus respectivos tampdes (50 uL do
homogenato em 950 pL de tampao). Em cada pogo da microplaca foi adicionado o
volume 10 pL da amostra diluida para 250 pL de reativo de Bradford diluido (1:5).

Durante a leitura, a absorbancia foi mensurada a 595 nm.

3.2.7.2 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

Para a avaliacdo da atividade de acetilcolinesterase em cérebro e musculo foi
utilizada a metodologia de Ellman et al. (1961) adaptada para microplaca por Silva de
Assis (1998). Esse método se baseia na hidrdlise da acetilcolina pela AChE em tiocolina
e acetato, onde a tiocolina reage com o DTNB originando uma coloracdo amarelada,
sendo assim mensurados. Desse modo, as amostras homogeneizadas foram diluidas em
tampao fosfato (0,1 mol-L"!, pH 7,5) na proporg¢do 1:5 (100 uL do homogenato em 400
uL de tampao) e agitadas no vortex. Em cada poco da microplaca foi colocado 50 uL da
amostra diluida, 200 puL de reagente DTNB 0,75 Mm (5,5- ditio-bis-2 nitrobenzoato) e
50 uL de ATC (iodeto de acetiltiocolina) a 9 mM. A absorbancia foi medida a 405 nm
durante 9 min, a cada 40 s. Apds o tratamento e normaliza¢do dos dados da absorbancia,
os resultados foram expressos em nmol de acetilcolina formada por minuto por mg de

proteina.

3.2.7.3 Glutationa-S-Transferase (GST)
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Para a avaliagdo da atividade da enzima GST foi utilizado o método de Keen;
Habig; Jakoby (1976). O sobrenadante obtido do figado foi diluido em tampao fosfato
(0,1 mol-L ! ,pH 6,5) na propor¢do 1:4 (100 uL de homogenato em 300 pL de tampdo).
Posteriormente foi pipetado na microplaca 50 uL da amostrae 150 pL da solugdo de
reacdo de GSH (2 mM glutationa reduzida) e CDNB (2,5 mM 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno). A absorbancia foi medidaa 340 nm durante 2 minutos, com ciclos de 20
segundos. Essa reagdo ocorre por meio da conjugacdo do CDNB com a enzima GSH que
¢ catalisada pela GST, formando o tio éter, o qual permite a quantificagdo do aumento da
absorbancia. Os dados tratados e normalizados, foram expressos em resultados de nmol

de CDNB conjugado por minuto por mg de proteina.

3.2.7.4 Atividade da Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada usando a metodologia de Aebi
(1984), adaptado para microplacas de 96 pogos por Vicentini et al (2022). Foram
adicionados 5 pL. da amostra do sobrenadante e 295 pL da solugdo de reagdo com pH 8,
em uma placa de quartzo. A solugdo de reacao do pH 8 era constituida por Tampao Tris
(IM), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - 5 mM), perdxido de hidrogénio (H202
— 2 mM) e 4gua de osmose. O método desta analise consiste em medir o decréscimo da
absorbancia, que € ocasionado pela degradagdodo H>O, por meio da enzima catalase.
Assim, a absorbancia ¢ mensurada a 240 nm, medida por 2 minutos com ciclos de 10
segundos. Os dados resultantes foram tratados e normalizados,os resultados foram

expressos em nmol de H,O» degradado por minuto por mg de proteina.

3.2.7.5 Peroxidacao lipidica (LPO)

A peroxidagdo lipidica foi avaliada de acordo com o protocolo de Jiang; Hunt;
Wolff (1992). O homogenato das amostras de figado foram diluidas em metanol 90% na
proporcao 1:2, agitadas em vortex e centrifugadas por 20 min a 4°C e 10.000 g. Apds, foi
pipetado na microplaca 30 uL. o sobrenadante e 270 puL a solugdo de reagdo (laranja de
xilenol 0,1 mM, &cido sulfurico (H2SO4 - 0,25 mM), butil hidroxitolueno (BHT - 4 mM)
e sulfato ferroso amoniacal (NH4)2 Fe(SO4)2 - 0,25 mM), metanol 90%), e reservada e
protegidada luz por 30 minutos, em temperatura ambiente (25°) para posterior leitura em
espectrofotometro a 570 nm. Esse método se baseia na oxidagdo do Fe > mediado por
peroxido em condigdes acidas formando o Fe? com laranja de xilenol e BHT, que absorve

no comprimento de onda entre 550 a 570 nm. Apos tratamento e normalizagdo dos dados,
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os resultados foram expressos em nmol de hidroperoxidos por mg de proteina.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism ® versao 9
para o conjunto de dados. Primeiramente, foi verificada a normalidade e
homoscedasticidade dos dados dos diferentes biomarcadores pelo teste de Shapiro-Wilk.
No biomarcador somatico, os valores do Fator de Condi¢ao de Fulton foram avaliados
pelo teste de ANOVA. Para o biomarcador genético foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, com p6s teste de Dunn. Os biomarcadores bioquimicos foram testados
quanto a normalidade e homoscedasticidade, apos foi realizado o teste ANOVA one-way
com pos teste de Tukey.

Os resultados obtidos foram apresentados com média + desvio para os grupos
experimentais (grupos controle negativo, 0,2 mg/L; 1 mg/L e 5 mg/L de mascarabranca e

preta) e foram considerados diferentes significativamente quando o valor de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.1.1 Microscopia eletronica de varredura acoplado a espectroscopia por energia

dispersiva(EDS).

Como pode-se verificar nas imagens apresentadas nas figuras 12 e 13, o material
possui certa organizagao, fibras lisas e regulares e com pouca rugosidade, sem trincas, e

com pontos no material, os quais seriam os elementos quimicos presentes na mascara.

Figura 12 — Fotomicrografias das amostras da mascara branca obtidas por MEV.

Signal A = NT5 850 T T = 3050 Sgre k= NTS BS0
Mag= 100X g WO =15 0m Mog= 2K

BT = 20 00w Sigral & = WTS A5D E Fgnal A= NTS 85D
Wh= B8 mm bag= WDOX N Mag = BOOX

Legenda: as imagens A (100x) e B (500x) sdo amostras da parte frontal das mascaras, enquanto C
(100x) e D(500x) sdo amostras do elastico da mascara.
Fonte: autora (2023)

Sobre a analise do EDS na parte do tecido da mascara foi possivel perceber
alguns elementos quimicos constituintes, o qual se sobressai o carbono, oxigénio e

calcio em maior quantidade.



As mascaras de coloragdo preta possuiram as mesmas caracteristicas morfologicas
quando comparadas as mascaras brancas. Por meio das fotomicrografias ¢ possivel
verificar o alto grau de entrelagamento das fibras, essa caracteristica dd ao material maior
resisténcia a tracdo, principalmente a parte elastica da méscara (WANG et al., 2022; XIE

et al., 2023).

Figura 13 - Fotomicrografias das amostras da mascara preta obtidas por MEV.

Bigral A m NTS BSD
Mag= 10X
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Legenda: nas imagens de A (100x) e B (500x) sdo amostras da parte frontal das mascaras, enquanto
C (100x) eD (500x) sdo amostras do elastico da mascara.
Fonte: autora (2023)

Com andlise de EDS na madscara preta foram encontrados onze elementos
quimicos, dentre eles os com maiores quantidades foram o célcio, oxigénio e o carbono.
Nao foram encontrados tragos de chumbo, cobre ou zinco como os achados em algumas
mascaras de coloragdo pretano trabalho de Bussan et al. (2022). Conforme as imagens de
MEV, ndo houve uma diferenca entre a estrutura da mascara branca ¢ da mascara
preta, os elementos presentes também foram similares.

Como aponta nas figuras 12 e 13, o material ¢ formado pormuitos feixes proximos,

onde unidos formam uma estrutura maior. No entanto, quando entra em contato com
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fatores abioticos, esses feixes podem se quebrar e formar as nanoparticulas (AKARSU;

MADENLI;, DEVECI 2021).

4.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

Para determinar a composicao das mascaras, foi utilizado espectros do FT-IR,
com o niimeros de onda entre 4000 a 500 cm™!, o qual mostrou para o PP bandas entre
3000 e 2800 cm™! (figura 14), sendo atribuidas a deformagao simétrica ¢ deformagao
assimétrica de -CHs e —CH, (HU; LIN, 2021; PITARELI et al., 2002). Na faixa de
1453 cm! deformagédo angular assimétricade -CHs; em 1372 cm! deformagao angular
simétricade -CHs. E em 1160 cm™! deformagdo angular de -CHs, estes resultados ja
forram observados por De-La-Torre et al (2022); Lee et al (2022); Pitareli et al (2002).
Quanto as bandas em torno de 840 cm™', atribuiu-se ao estiramento de C- CH; (FADARE;

OKOFFO, 2020; GOPANNA et al., 2019; GUO et al.,2023).

Figura 14 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho (FT-IR) das amostras da mascara branca
€ mascarapreta.
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Fonte: o autor

De acordo com o observado nos espectros e a correlagdo com as bandas
verificadas para o grupamento éster, foi avaliado os numeros de ondas, os quais possuem
grupamentos especificos para o éster, o que da indicios de ser o material poliéster.
Segundo a literatura, os grupamentos especificos para o éster, tem por bandas principais

a carbonilaem 1710 cm™! de uma ligagdo de éster aromatico (C=0) (HASAN et al., 2019).
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As bandas em 1236 cm™ ¢ 1097c¢m™! sdo atribuidas a vibragdo do alongamento da ligagdo
éster C=0, enquanto as bandas em torno de 1400 cm™! estdo associadas a vibragdo do
estiramento C=C, e as bandas 1096-1245 cm™' atribui-se ao grupo éster C-O (HASAN et

al., 2019; NGUYEN-TRI; PRUD’HOMME, 2019;ROSS et al., 2021; WANG et al.,
2022).

Figura 15 - Espectro de absorcgo na regido do infravermelho (FT-IR) das amostras A2) parte elastica
mascarabranca e A4) parte eldstica mascara preta.
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Fonte: a autora

4.1.3 Analise granulométrica

A anélise granulométrica, consiste na determinagao de distribuicdo das particulas
de acordo com seu diametro das peneiras. Esse resultado foi interessante para informar o
tamanhodos fragmentos utilizados nas exposi¢des. Assim sendo, os dados obtidos no
ensaio foram tragados em um diagrama semi-logaritmico, no qual as abscissas
correspondem aos logaritmos das dimensdes das particulas e as ordenadas as
porcentagens das particulas retidas em cada peneira. A faixa granulométrica foide 4,76 a

0,015 mm, como representado na figura abaixo (figura 16).

T T
500
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Figura 16 - Curva granulométrica (4,76 - 0,015 mm).
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Fonte: a autora
Legenda: Curva granulométrica tracada em um diagrama semi-logaritmico, demonstrando o

percentual departiculas retidas em cada peneira.

De acordo com o diagrama, foi observado que a distribui¢do se concentrou nas
peneirasde 2,4 e 1,2 mesh, quando comparado as outras amostras, isso pode ser

confirmado ao se observar os dados da tabela 3.

Tabela 3 - Percentual retino nas malhas com abertura entre 4,76 a 0,15 mm.

Abertura/mm‘ 4,76 ‘2,4 1,2 ‘0,60 ‘0,3 ‘0,15 ‘Fundo
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Massa 2,6 23,1 12,4 1,1 0,2 0,2 0,1
retida/g

Fonte: a autora.

Legenda: Percentual de particulas retidas nas malhas com aberturas entre 4,76 a 0,15 mm.

As particulas das madascaras passaram por todas as peneiras, sendo que
aproximadamente 89% ficaram retidas nas malhas de 2,4 e 1,2 mm, podendo ser indicado
que a maior parte dos fragmentos apresentou didmetro entre 2,4 ¢ 1,2 mm. Quanto ao
restante das particulas (4 %) apresentaram tamanhos inferiores a 0,6 mm. Assim sendo,

todas as amostras podem ser caracterizadas como microplasticos, uma vez que, possuem

um tamanho menor que 5 mm (FRIAS; NASH, 2019; JIN et al., 2021).



4.2 ENSAIOS DE TOXICIDADE

421

Parametros abidticos da agua
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Durante o bioensaio utilizando o organismo O. niloticus, foram controlados os

parametros de temperatura, pH e fotoperiodo. A média de temperatura da agua foi de 23

+ 0,6°C e o pH 7,8 £ 0,06. Ressalta-se que a temperatura se manteve estavel devido aos

aquecedores e termostatos. No decorrer do experimento foram registradas a morte de

cinco individuos, apenas o grupo controle e o grupo MPC1 ndo registrou mortes.

Tabela 4 - Numeros de mortes durante o bioensaio.

Aquarios | Controle | MBC1 MBC2 MBC3 MPC1 MPC2 MPC3
Mortes 0 1 1 1 0 1 1
Vivos 11 10 10 10 11 10 10

Fonte: a autora

Legenda: C — Controle negativo; MBC1 — grupo de mascara branca concentragao de 0,2

mg/L; MBC2 -grupo de mascara branca concentracdo de 1 mg/L; MBC3 - grupo de mascara branca

concentragdo de 5 mg/L; MPCI1 - grupo de mascara preta concentragdo 0,2 mg/L; MPV2 - grupo de

mascara preta concentragdo 1 mg/L; MP3 - grupo de mascara preta concentragao Smg/L. Vivos:

numero de peixes que chegaram vivos até o fim do experimento.

Ao final do bioensaio, foram analisados o peso corporal € o comprimento total dos

peixes. A média e o desvio padrao dos dados biométricos de massa e comprimento total

por grupos sao demonstrados na tabela 5.

Tabela 5 — Média e desvio padrao do comprimento total e peso do organismo Oreochromis niloticus

entre osdiferentes grupos do bioensaio (p<0,05).

Grupo Peso (g) Tamanho (cm)
Controle 6,02+2,71 6,30+0.86
MBC1 5,93+£3,25 6,65+1,02
MBC2 6,41+0,63 740,63

MBC3 5,69+0,80 6,65+0,80
MPC1 7,76+3,43 7,40+1,06
MPC2 6,66+2,28 6,80+0,76
MPC3 4,90+2,45 6+0,88

Fonte: a autora
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Avaliando o peso e comprimento dos individuos pelo teste de ANOVA ao nivel
de 5% de significancia, os valores ndo apresentaram diferenga estatistica entre os grupos

de exposicdo em relacdo ao grupo controle.
4.3 BIOMARCADOR SOMATICO

Para a avaliacdo das condi¢des nutricionais e saude dos peixes foi utilizado o
biomarcador somatico, onde foram calculados o fator de condi¢do de Fulton (K). Em
seguida, analisada a normalidade (Shapiro-Wilk) seguido da ANOVA, com intervalo de
confianga de 95% (p<0,05). Os peixes expostos aos tratamentos MBC2, MBC3 e MPCl1
apresentaram reduc¢do do fator de condi¢do de Fulton, quando comparados ao tratamento

controle.

Figura 17 - Valores do Fator de Condigdo de Fulton (K) dos bioensaios de Oreochromis niloticus
apos exposicaosubcronica de 14 dias.
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Fonte: a autora (2023)
Legenda: Os resultados apresentados com média + desvio padrdo dos grupos.
* Significa os grupos onde houve uma diferenca significativa quando comparada ao controle.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (Anova com nivel de significanciap<0,05;

com pos teste de Tukey). N=9a l1.



Os valores do Fator de Condigao de Fulton (K) avaliam o estado nutricional dos
peixes e sua saude de acordo com a relagdo entre comprimento e peso do individuo
(BOLGER; CONNOLLY, 1989). No presente estudo os grupos MBC2, MBC3 ¢ MPCI
apresentaram uma diminuicao significativa (p<0,05) do seu tamanho e peso corporal
quando comparados ao controle, apontando uma possivel diminui¢do da alimentagdo dos
peixes durante o tempo do bioensaio.

O estudo realizado por Filgueiras et al. (2020) investigou a presenga de
microplasticos (MP) no trato gastrointestinal de quatro espécies de peixes: Engraulis
encrasicolus, Sardina pilchardus, Callionymus lyra € Mullus surmuletus. A anélise foi
conduzida por meio da espectroscopia Raman, que permitiu a identificagao das particulas
presentes, com predominancia de polietileno (PE) e polipropileno (PP). Os resultados
revelaram uma correlacdo entre a presenca de MP no trato gastrointestinal dos peixes e
seu tamanho corporal. Os peixes que continham uma carga menor de MP no intestino
apresentaram um tamanho corporal significativamente maior em comparagdo com
aqueles que tinham uma alta carga de MP no 6rgdo. Esta descoberta sugere que a ingestao
de microplésticos pode ter um impacto negativo no crescimento e desenvolvimento dos
peixes. E possivel que a presenga de MP no trato gastrointestinal interfirana absorgio de
nutrientes ou cause estresse fisiolégico nos animais, levando a um menor crescimento
corporal.

Um estudo similar analisou o trato digestivo da espécie de peixe Perca fluviatilis,
capturados em lagos italianos, o qual mostrou que os polimeros mais encontrados foram
o PE e o PET. As diferencas no Fator de condicdo de Fulton ndo foram significativos,
entretanto os peixes com estdmago vazio tinham uma probabilidade maior de ingestao de
particulas de MPs, pois essas particulas ndo sdo excretadas por meio da digestdo com

eficiéncia (GALAFASSI etal., 2021).

4.4 BIOMARCADORES GENETICOS

Peixes expostos ao tratamento MPC3 apresentaram aumento de danos ao DNA
em eritrocitos, quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Quanto aos demais
grupos, ndo houve diferenca entre os danos observados quando comparados ao grupo

controle.
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Figura 18 - Danos observados eritrocitos de Oreochromis niloticus apds exposigdo
subcronica por meio dos escores do ensaio cometa alcalino.
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Legenda: * Representa diferenga estatistica entre os grupos experimentais pelo teste de Kruskal-
Wallis com pos teste de Dunns (p<0,05).N=9a 11.

Fonte: a autora (2023).

A membrana plasmatica é o primeiro alvo das ERO, que por sua vez ocasionam a
peroxidacao lipidica, fazendo com que os danos cheguem até o DNA do organismo
(BACCHETTA et al., 2017; COSTA et al., 2011; SINGH et al., 2019). Desse modo,
quando ha danos ao DNA do organismo teste, a membrana da célula foi comprometida
pelo xenobiotico.

Um estudo utilizou o ensaio cometa para analisar os danos potenciais ao DNA
no peixe Oryzias latipes causados por particulas de microplasticos. Foram analisados dois
grupos de particulas plasticas. O primeiro grupo consistia em microplasticos virgens,
incluindo Polietileno de Baixa Densidade (PEBD), Polietileno de Alta Densidade
(PEAD), Polipropileno (PP) e Poliestireno (PS). O segundo grupo continha
microplasticos coletados em praias. Os resultados obtidos revelaram uma diferenca
significativa entre os peixes expostos as particulas de microplasticos virgens em
comparagao com aqueles expostos aos microplasticos coletados em praias. O ensaio
cometa indicou danos mais pronunciados ao DNA nos peixes expostos aos microplasticos
virgens. Os autores sugeriram que os efeitos observados podem ser atribuidos aos

contaminantes que se acumularam nos microplésticos coletados em praias ao longo do
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tempo. Esses contaminantes podem incluir uma variedade de substancias toxicas
presentes no ambiente marinho, que se ligam aos microplésticos e sao ingeridos pelos
peixes. Essa exposi¢do a contaminantes quimicos pode ser responsavel pelos danos ao
DNA observados nos peixes expostos a esses microplasticos coletados em praias
(PANNETIER etal., 2019). Este ndo ¢ o caso do presente trabalho, pois as mascaras que
foram expostas no bioensaio estavam em embalagens lacradas, ndo tendo contato com
contaminantes.

Apesar disso, estudos envolvendo clddoceros evidenciaram maiores danos ao
DNA de MP com interagdes a outros contaminantes, como ¢ o caso do ensaio cometa
realizado por Nugnes et al (2022) o qual revelou que o micropléstico de poliestireno pode
causar danos no DNA no claddcero Ceriodaphnia dubia, neste estudo os organismos
foram expostos ao poliestireno virgem com a interacao de um farmaco e um agrotoxico,
mostrando a capacidade de adsorcao deste material. Também em algas, o lixiviado de
polipropileno virgem induziu um efeito significativo para o dano no DNA de Dunaliella
tertiolecta apds 24 horas de exposi¢ao (SCHIAVO et al., 2021).

E importante salientar que os aditivos e, principalmente, os corantes utilizados nas
mascaras podem ser danosos a0 meio ambiente e a satide dos seres vivos, visto que alguns
corantes possuem grandes efeitos toxicos, como mutagenicidade, citotoxicidade e
carcinogenicidade (FERNANDES; UMBUZEIRO; SALVADORI, 2019; SCHNEIDER;
HAFNER; JAGER, 2004). Segundo Lakhouit; Al-Rashed (2022) os corantes utilizados
em mascaras possuem solventes organicos, como o tolueno, acetato de etila e alcool
isopropilico. Esses aditivos podemcausar problemas a saude de maneira direta ou indireta,
atualmente ndo existe estudos cientificos que especifiquem ou proponham diretrizes para
a fabricagdo de mascaras.

No presente estudo, por mais que o dano significativo ao DNA foi registrado na
maior de concentracdo da mascara preta, ndo se pode inferir que haja uma relagdo com os
corantes utilizados. Entretanto, mais estudos devem ser realizados nesta area a fim de

delinear melhor esses resultados.

4.5 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

4.5.1 Biomarcadores de neurotoxicidade (AChE)
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Peixes expostos aos tratamentos MBC2 (p=0.0134), MBC3 (p=0.0020) e MPC3
(p=0.0134) apresentaram aumento significativo da atividade de AChE cerebral, quando
comparados ao grupo controle. Em relagdo a atividade de AChE nos musculos, ndo foi

observada nenhuma diferenga significativa entre os tratamentos (P > 0,05).

Figura 19 - Analise da atividade da acetilcolinesterase (AChE) do cérebro e musculo de
Oreochromis niloticus pos exposicdo subcronica a mascaras de diferentes coloragoes.
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Legenda:* Representa diferenga estatistica entre os grupos experimentais pelo teste ANOVA com
pos teste de Tukey (p<0,05).N=9a ll.

Fonte: a autora (2023)

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima importante para a detec¢do de
neurotoxicidade de xenobidticos em organismos e tem sido amplamente utilizada como
uma ferramenta diagnostica em estudos de avaliagdo de risco ecotoxicoldgico e
programas de biomonitoramento de sistemas aquaticos (DE LA TORRE; FERRARI;
SALIBIAN, 2002b). A atividade da AChE pode variar entre diferentes tecidos e fluidos
de um mesmo organismo, devido a variacao na densidade e nas diferentes formas de
colinesterases presentes. Nos peixes, a AChE estd concentrada no cérebro e nos musculos,
e sua atividade € crucial para prevenir a rdpida contracdo dos musculos voluntarios e a
subsequente paralisia (DE LA TORRE; FERRARI; SALIBIAN, 2002; OLIVARES-
RUBIO; ESPINOSA-AGUIRRE, 2021).

Essa enzima ¢ o alvo primario de inseticidas organofosforados e carbamatos, que
causam a diminuicao ou inibi¢do de sua atividade por meio da fosforilagcao do residuo de

serinano sitio ativo. Além disso, outros contaminantes também podem inibir a AChE. No
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entanto, a AChE também pode desempenhar um papel regulador na apoptose, podendo
ser induzida por estimulos apoptdticos, e a superexpressao da AChE pode inibir a
proliferacao celular e promover apoptose (HINOJOSA et al., 2019; JIANG; ZHANG,
2008; KIST et al., 2012b).

Os resultados deste estudo demonstram uma alteragdo enzimatica na atividade
cerebral da AChE em comparagdo com o grupo controle, especialmente nas
concentracdes de exposi¢ao mais elevadas, como observado nas concentragdes de 5 mg/L
das mascaras de cor branca e preta.

Outro estudo realizado por Barboza et al. (2020) analisou 150 peixes de trés
espécies diferentes, capturados no mar, e constatou que 73 desses peixes continham
microplasticos em seus tratos gastrointestinais. Ao avaliar a atividade cerebral da AChE
nesses peixes, observou-se um aumento significativo na atividade da enzima nos peixes
contaminados com microplasticos em comparacao com aqueles sem contaminagao
visivel. Em um estudo com a exposi¢do de O. niloticus a 100 pg/L. de nano e
microplasticos de poliestireno, a atividade da AChE variou ao longo do tempo, com um
aumento inicial observado no sexto dia do experimento, mas com inibicao da atividade
no 14° dia, sugerindo a presenga de mecanismos adicionais que afetam a neurotoxicidade
do PS (DING et al., 2020).

Estudos com crustdceos 4. amphitrite € A. franciscana também mostraram
diferentes reagdes a exposi¢ao de microparticulas de PS, com A. amphitrite apresentando
um aumento da atividade da AChE na menor concentracdo e uma diminui¢do conforme
as concentragdes aumentavam, enquanto 4. franciscana apresentou uma inibicdo da
atividade da AChE nas menores concentracoes (GAMBARDELLA et al., 2017).

Contudo, o estudo de Theanacho; Odo (2020) com Clarias gariepinus (bagre
africano) demonstrouuma redugao significativada atividade da AChE ap6s exposicdo a
microparticulasde cloreto de polivilina (PVC). Em outra pesquisa, o PS também inibiu a
atividade da AChE apos quatorze dias de exposicao em concentragdes de 10 e 100 pg/L
em Oreochromis niloticus (DING et al., 2018b). Além disso, um estudo com o
microcrustaceo Artemia salina indicou uma redugao significativana atividade da AChE
quando exposto a uma concentragao de 100 pg/mL de polipropileno virgem (JEYAVANI
et al., 2022).

Esses resultados destacam a complexidade dos efeitos dos microplasticos e seus
componentes nas atividades enzimaticas dos organismos aquaticos. Os mecanismos

toxicos podem variar de acordo com a espécie, o tipo de microplastico e sua concentragao,
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bem como o tempo de exposicdo. A inibicdo da AChE pode levar a consequéncias
comportamentais e fisioldgicas nos organismos, incluindo hipoatividade e alteragdes na
resposta muscular. Portanto, € essencial continuar pesquisando os efeitos dos
microplasticos nos ecossistemas aquaticos para compreender melhor seus impactos e

tomar medidas adequadas de prote¢do ambiental.

4.5.2 Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

As mascaras ndo foram capazes de alterar significativamente a atividade da
enzima glutationa-S-transferase (GST) no figado das espécies de O. niloticus (Figura 18),

quando comparados ao grupo controle.

Figura 20 - Atividade da enzima glutationa-S-transferase no figado de Oreochromis

niloticus apos  exposi¢do subcronica a mascaras de diferentes coloragdes.
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Fonte: a autora (2023)
Legenda: ANOVA (p<0,05).

A GST ¢ uma enzima importante na desintoxicacdo do organismo, estando
presente na fase II, a qual ativa a excrecdo celular catalisando a GSH. A GST, junto com

a GSH, protege as células de danos induzidos pelas ERO, por isso, ¢ usada como um
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indicador de toxicidade e estresse oxidativo (LEE; KANG; KIM, 2023). Dessa maneira,
esperava-se o aumento da atividade da GST, uma vez que o sistema deveria estar tentando
suprimir a quantidade excedente de ERO no organismo, causada por um material
exogeno. O aumento da atividade da GST tende a diminuir a quantidade de ERO e,
consequentemente, prevenir a peroxidacdo lipidica. Entdo essas analises tendem a ser
inversamente proporcionais frente aos contaminantes, ou expressar resultados similares.
E o que aponta o estudo de Cohen-Sanchez et al., (2023), utilizando peixes da espécie
Xyrichtys novacula capturados nas Ilhas Baleares, que continham particulas plasticas de
policarbonato, polipropileno e polietileno em seu trato gastrointestinal. Os niveis da GST
foram elevados significativamente, enquanto, os niveis de malonaldeido (MDA), um
indicador de peroxidag¢do lipidica, se mantevedentro do esperado.

Outros estudos sugerem o aumento da atividade da GST quando o organismo ¢
exposto a algum tipo de material plastico. Entretanto diferentes espécies de peixes reagem
de maneira diferente ao contaminante, como visto no estudo de Cap¢ et al., (2022) onde
foram analisadas trés espécies de peixes, o qual somente M. surmuletus mostrou um
aumento significativo na atividade hepaticada GST. Um aumento na GST foi observado
também na espécie M.surmuletus capturados na Ilha de Maiorca, sugerindo a indugdo do
sistema de desintoxicacdodo organismo, a espectroscopia de infravermelho de Fourier
mostrou que o polietileno foi o plastico mais abundante encontrados nos peixes
(ALOMAR et al., 2017). No estudo de Solomando et al., (2022b) a GST mostrouum
aumento de sua atividade no figado dos peixes da espécie Seriola dumerili que continham
uma alta carga de MPs, mostrando uma tentativa dedesintoxicagdo do organismo.

A atividade da GST do microcrustaceo Artemia salina também apresentou um
aumento quando exposta a uma concentragdo de 75 e 100 pg /ml de polipropileno virgem
(JEYAVANI et al., 2022). Mas o caranguejo da espécie Eriocheir sinensis exposto a
concentracdes entre 40 a 40000 pg/L de PS apresentaram uma redugdo significativa da
atividade da GST, sendo associada ao custo energético que estava causando em resposta

a desintoxicagao (YU et al., 2018).

4.5.3 Atividade da catalase (CAT)

As mascaras ndo foram capazes de alterar significativamente a atividade do
biomarcadorde estresse oxidativo catalase (CAT) no figado das espécies de O. niloticus

(Figura 19), quando comparados ao grupo controle.
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Figura 21 - Atividade da catalase no figado de Oreochromis niloticus apds exposi¢do subcronica a
mascaras dediferentes coloragdes.
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Fonte: a autora.

Legenda: ANOVA (p<0,05)N=9all.

Umas das enzimas antioxidantes presente nos organismos ¢ a catalase, ela ¢
considerada uma defesa de primeira linha contra radicais superoxido no organismo, pois
convertem ROS em metabolitos inofensivos. A CAT converte o perdxido de hidrogénio
(H20,) em 4gua e oxigénio (H,O + O,) a fim de eliminar o estresse oxidativo em peixes
apos a exposi¢do de xenobidticos, a diminui¢do da catalase pode aumentar o risco de
peroxidagao lipidica (YANG; LIM; SONG, 2020; YEDIER; YALCINKAYA;
BOSTANCI, 2023). Embora a CAT, seja considerada uma enzima de primeira linha
de defesa que elimina diretamente as ERO, sua atividade ¢ regulada por outros agentes
do sistema antioxidante, como os niveis de glutationa peroxidase, superoxido dismutase
e até glutationatotal, e depende da energia disponivel para sua ativacdo (CAMPOS et al.,
2021; REGOLI; GIULIANI, 2014).

Embora ndo se tenha observado alteracdes na atividade da catalase para as
mascaras faciais cirirgicas, estudos com microplasticos mostram alteragdes na atividade

desta enzima para organismos expostos amicroplasticos: Microcrustaceos: Artemiasalina

(JEYAVANI et al.,2022), Artemia franciscana (GAMBARDELLA et al., 2017); Peixes
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Oryzias javanicus (USMAN et al., 2021) e Danio rerio (LU et al., 2016).

A atividade da CAT foi significativamente reduzida em 96 h e 14 dias de
exposicao a microplasticos de polipropileno, os grupos de Oreochromis mossambicus
foram alimentados com o material e apresentaram maiores danos de estresse oxidativo
em comparac¢do com os grupos controle (JEYAVANI et al., 2023). Os peixes da espécie
Cyprinus carpio foram expostos por via trofica a particulas de PP, apresentando uma
diminuic¢do da catalase, o que pode levaruma ruptura no sistema de defesa antioxidante
(YEDIER; YALCINKAYA; BOSTANCI, 2023).

Em estudo utilizando microplasticos com dimensdes de 100 nm nas concentragdes
de 1, 10 e 100 mg-L em alevinos da espécie O. niloticus, foi observado um aumento
significativoda atividade da CAT em 15 dias de exposi¢do, porém apos um periodo de
recuperacao de 15 dias observou que a atividade da CAT retornou a normalidade
(HAMED et al., 2020). O trabalho de Solomando et al. (2022) feito com peixes da espécie
Seriola dumerili capturados nas Ilhas Baleares no Mar Mediterraneo, apontaram aumento
significativo dos niveis de catalase, dos peixes que tinham fibras e MP de plasticos no
trato digestivo. E por fim, as larvasdo peixe Argyrosomus regius expostos ao PE por 7 h

apresentaram um aumento dos niveis de catalase (CAMPOS et al., 2021).

4.5.4 Determinagdo da peroxidag¢do lipidica (LPO)

Houve um aumento dos niveis de LPO no figado dos peixes expostos aos
tratamentos MBC2, MBC3, MPC1, MPC2 ¢ MPC3 (p< 0,05), quando comparados ao
grupo controle. Também houve diferencas significativas entre os grupos de exposigao,

como observado na tabela 6.
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Figura 22 - Lipoperoxida¢do no figado de Oreochromis niloticus apds exposi¢ao
subcronica amascaras brancas e pretas.
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Tabela 6 - Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) com comparagdes entre 0s grupos.

Comparacdes entre as mesmas mascaras

Comparacdes entre mascaras de cores diferentes

MBC1 X MBC2 P=0.0003 MBC1 X MPC1 P=0.0352
MPC1 X MPC3 P=0.0054 MBC3 X MPC3 P=0.0001
MPC2 X MPC3 P=0.0124

Fonte: a autora

Legenda: na primeira coluna os grupos comparados se referem aos grupos expostos a mesma mascara,

mas concentracoes diferentes. A segunda coluna se refere a comparagdes entre mesmas concentragoes,

mas mascaras diferentes.

Os altos indices de LPO nos organismos, podem ser explicados pela capacidade

que os MP possuem de induzir a produ¢do de ERO no organismo (HAMEDet al., 2020;

LU et al., 2016). Tal fato indica um desequilibrio no estado redox, onde os mecanismos

de metabolizacdo e as vias antioxidantes do animal nao sao suficientes para mitigaros

danos, causando efeitos deletérios, principalmente ao DNA (COSTA et al., 2011;

OGUEIJI et al., 2020). No presente estudo houve um aumento significativo da LPO,

indicando a peroxidagdao das membranas, podendo ser atribuido aos efeitos toxicos das

mascaras, principalmente em concentracdes mais altas, quando comparadas com



concentracdes mais baixas.

Em um estudo na costa de Portugal, foram analisadas trés espécies de
peixes Dicentrachus labrax, Trachurus trachurus, Scomber colias, os quais possuiam MP
em seu trato gastrointestinal, apos andlises, foi verificado que esses animais apresentaram
um aumento dos niveis de LPO no cérebro, musculo e branquias, indicando a peroxidacgao
lipidica (BARBOZA et al., 2020). O mesmo aconteceu em um estudo onde os peixes
Danio rerio e Perca fluviatilis foram expostos por 21 dias as concentragdes de 1 e 10
mg/L de PP por meio da alimentacgdo, os animais tiveram um aumento significativo dos
niveis de MDA em células hepaticas dos organismos, demonstrando a inducdo da
peroxidacao lipidica do sistema, o estudo também apontou o aumento de tamanho do
figado (BOBORI etal., 2022). A tilapia (Oreochromis niloticus)também teve um aumento
do MDA quando exposto por 15 dias a MP com concentragdes de 1mg/L, 10 mg/L e 100
mg/L (HAMED et al., 2020).

Os estudos de Piccardo et al (2021) com macroinvertebrado Hydropsyche
pellucidula, utilizando o PP, Yu et al (2018) com o caranguejo da espécie Eriocheir
sinensis exposto de 40 a 40000 ug/L de PS e de Lu et al (2016) que expds o Danio rerio
a 20,200 e 2000 pg/L de PS, indicaram oaumento daperoxidagao lipidicados organismos
teste utilizados. Em contrapartida,o trabalho de Solomando et al. (2022) com peixes da
espécie Seriola dumerili capturadosnas Ilhas Baleares no Mar Mediterraneo, nao
demonstraram diferenca significativa dos niveis de MDA no figado dos organismos.

A LPO revelou danos nas membranas, principalmente na concentragao MPC3, o
que pode explicar o aumento significativo de danos genotoxicos apontados pelo ensaio
cometaneste grupo. Outros grupos também apresentaram um aumento na LPO, mas os
danos no DNA ndo foram registrados, no entanto, sugere-se que, se o tempo de ensaio
fosse maior, poderia haver mais diferencas significativas no ensaio cometa. Estudos
parecidos trazem resultados semelhantes, seja com o MP virgem, ou com a absor¢do de
outros contaminantes, mas danos ao DNA de organismos em diferentes niveis troficos

sdo registrados.
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5 CONCLUSOES

Por meio das caracterizagOes realizadas, foi possivel verificar que tanto as
mascaras brancas como as pretas, ttm como constituicdo principal o polimero
polipropileno. Jaa parte elastica das mascaras das duas coloragdes, o poliéster € o principal
componentedo material. As fibras que constituem tanto a parte frontal da mascara, como a
parte elastica sdo organizadas uniformemente, além de serem lisas e com alto grau de
entrelagamento, o que da resisténcia ao material. O perfil toxicoldgico do material foi
analisado partindo de dados de danos ao DNA, por meio do ensaio cometa em eritrdcitos,
avaliacdo da catalase (CAT) e da lipoperoxidagdo (LPO). Além de avaliar as respostas
bioquimicas das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e glutationa-S-transferase (GST), e
de considerar o fator de condi¢cdo de Fulton (K) para avaliar a satde dos individuos.

Ao final do ensaio foi possivel observar evidéncias de estresse oxidativo para
quase todas as amostras testadas (MB e MP), pois a andlise de lipoperoxidacdo
mostrou que a integridade da membrana foi afetada na concentracdo intermediéria e
alta da mascara branca MBC2 e MBC3 (1 mg/le 5 mg/l) e em todas as concentragdes de
mascara preta MPC1, MPC2 e MPC3 (0,2 mg/l; 1 mg/l e 5 mg/1). Também foi analisado
o biomarcador de neurotoxicidade, onde os grupos MBC2, MBC3 e MPC3
apresentaram um aumento da atividade da AchE cerebral. Por meio do biomarcador de
genotoxicidade constatou-se que, a amostra MPC3 tem potencial genotoxico e que 0s
demais grupos nao apresentaram efeitos estatisticamente significativos em relagao ao
controle. Com relacdo ao biomarcador somatico, fator de condicdode Fulton, o grupo
MBC2, MBC3 e MPC1 afetaram o estado nutricional e bem-estar dos peixes. Diante dos
resultados obtidos pode-se indicar que ambas as alternativas de mascaras sdo nocivas ao
meio ambiente, pois apresentaram efeitos toxicos em concentragdes subletais para
alevinos de O. niloticus. Este estudo contribui para elucidacdo dos efeitos causados
por microparticulas de polipropileno no ambiente aquatico, no entanto mais estudos sao
necessarios na area, a fim de elucidar o potencial dano de mascaras para os organismo
aquaticos.

Desse modo, ¢ imprescindivel que, as mascaras nao sejam descartadas em locais
onde ela ou suas microparticulas possam chegar ao ambiente aquatico, como terrenos

baldios, ruas, bueiros entre outros locais. No geral, as mascaras sdo descartadas com o
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lixo orgénico sanitario, sendo levadas a aterros sanitarios, entretanto estas medidas

podem ndo se mostrar as das mais eficientes.
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