
 
 

                                                                                   
 

Universidade Federal de São Paulo  Unifesp 
Campus Baixada Santista 

Programa de Pósgraduação em Bioprodutos e Bioprocessos  PPGBB 
 

 

 

 

 

 

Avaliação dos efeitos associados à interação de microplástico com o 
hormônio sintético 17α Etinilestradiol e o antimicrobiano Triclosan em 

caranguejos da espécie Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) 

 

 

 

 

 

 

Leticia Fernanda da Silva 

 

 

 

 

Santos, São Paulo  
2021 

 

 



 
 

ii 
 

 

 

Universidade Federal de São Paulo  Unifesp 
Campus Baixada Santista 

Programa de Pósgraduação em Bioprodutos e Bioprocessos  PPGBB 
 

 

 

Avaliação dos efeitos associados à interação de microplástico com o 
hormônio sintético 17α Etinilestradiol e o antimicrobiano Triclosan em 

caranguejos da espécie Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) 

 

 

Leticia Fernanda da Silva 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santos, São Paulo  
2021 

Dissertação  apresentada  ao Programa de Mestrado 
em  Bioprodutos  e  Bioprocessos  da  Universidade 
Federal  de  São  Paulo,  como  exigência  para  a 
obtenção do  título de Mestre  em Ciências, área de 
concentração: Bioensaios e Ecotoxicologia 

Orientador: Prof. Dr. Augusto Cesar 

Coorientadora: Profa. Dra. Paloma Kachel Gusso 
Choueri 



 
 

iii 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha catalográfica elaborada por sistema automatizado  
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a) 

 

 

 

 

 

 
Silva, Leticia Fernanda da. 

S586a  Avaliação dos efeitos associados à interação de 

microplástico com o hormônio sintético 17a 

Etinilestradiol e o antimicrobiano Triclosan em 

caranguejos da espécie Ucides cordatus (Linnaeus, 

1763). / Leticia Fernanda da Silva; Orientador 

Augusto Cesar; Coorientadora Paloma Kachel Gusso 

Choueri. -- Santos, 2021. 

100 p. ; 30cm 

 

Dissertação (Mestrado - Pós-Graduação em Bioprodutos e 

Bioprocessos) -- Instituto Saúde e Sociedade, Instituto 

do Mar, Universidade Federal de São Paulo, 2021. 

 
1. Micropartículas plásticas. 2. Crustáceo. 3. 

Fármacos e produtos de cuidados pessoais. 4. 

Toxicidade. 5. Carreamento. I. Cesar, Augusto, 

Orient. II. Título. 

CDD 660.6 

 



 
 

iv 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dedico este trabalho à minha família que sempre esteve ao meu lado em todos os 

momentos, assim como minha amiga Thaís, que sempre estiveram me dando força e apoio 
para seguir em frente, especialmente durante o período de pandemia. 

 



 
 

v 
 

Agradecimentos 

 
Em primeiro lugar gostaria de agradecer à minha família, que são a minha base e 

força para continuar e à minha amiga Thaís. Também agradeço ao Caio que por tantos 

anos vêm acreditando em mim e no meu trabalho, dando todo o suporte necessário para 

realizálo. Às vezes me faltam palavras para expressar minha gratidão. Também gostaria 

de  agradecer  imensamente  à  Profa.  Paloma  e  ao  Prof.  Rodrigo  Choueri  por  todo 

aprendizado adquirido, também por acreditar em mim. 

Ao meu orientador Prof. Augusto Cesar que vêm me apoiando desde o início da 

minha jornada acadêmica, é uma honra poder seguir toda essa trajetória ao lado de pessoas 

tão importantes para mim. Também gostaria de agradecer ao Prof. Camilo Dias Seabra 

Pereira que também sempre esteve à disposição, assim como. Prof. Denis Abessa. 

A minha imensa gratidão à Prof. Renata de Britto Mari por me acolher de braços 

abertos em sua equipe, me  fazendo sentir parte dela desde o primeiro contato, também 

sendo  fundamental  para  o  desenvolvimento  deste  trabalho.  Obrigado  Alexandre  pelo 

conhecimento compartilhado e pela amizade, assim como Natália e Gabriela, obrigado 

por sempre estarem à disposição quando precisava recorrer para sanar minhas dúvidas. 

Obrigada de coração à toda a equipe Labmam. 

Também  gostaria  de  agradecer  à  Deus,  Deusas  e  ao  Universo  por  tudo,  toda 

proteção  e  toda  a  força  que  tive,  mesmo  com  obstáculos  ocasionados  pela  pandemia, 

sabendo que me dediquei por inteiro para que meu trabalho tivesse a qualidade que eu 

esperava.  Apesar  dos  pesares  acredito  hoje  ainda  mais  que  vale  a  pena  acreditar  nos 

nossos sonhos e seguir quando temos um objetivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

vi 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

“Agradeço todas as dificuldades que enfrentei; não fosse por elas, eu não teria saído 
do lugar. As facilidades nos impedem de caminhar.” 

 

Chico Xavier 

 

   



 
 

vii 
 

SUMÁRIO 

1 Introdução geral e justificativas .................................................................................. 1 

1.1 Microplásticos ......................................................................................................... 1 

1.2 Fármacos e Produtos de Cuidados Pessoais (FPCPs) ............................................... 2 

1.3 Interação microplásticos e FPCPs  Problemática .................................................... 3 

1.4 Ucides cordatus como biomodelo............................................................................ 4 
1.5 Biomarcadores ........................................................................................................ 5 

1.6 Hipótese .................................................................................................................. 6 

2 Objetivos ................................................................................................................... 7 

2.1 Objetivo geral ......................................................................................................... 7 

2.2  Objetivos específicos .............................................................................................. 7 

Capítulo I.  Microplásticos associados à fármacos e produtos de cuidados pessoais: O 
que biomarcadores não destrutivos podem informar sobre efeitos dessa associação? ..... 8 

1 Introdução ................................................................................................................ 10 

2 Material e métodos ................................................................................................... 13 

2.1 Fortificação dos microplásticos ............................................................................. 13 
2.2 Quantificação de TCS e EE2 em microplástico e água ........................................... 14 

2.3 Organismoteste .................................................................................................... 15 

2.4 Bioensaio de toxicidade ......................................................................................... 16 

2.5 Análises dos Biomarcadores .................................................................................. 17 

2.5.1 Peroxidação lipídica ........................................................................................... 17 

2.5.2 Ensaio de Precipitação Alcalina (DNA strand breaks) ........................................ 17 

2.5.3 Atividade da colinesterase .................................................................................. 17 

2.5.4 Estabilidade da membrana lisossômica ............................................................... 18 
2.6 Análise de dados ................................................................................................... 18 

3 Resultados................................................................................................................ 20 

3.1 Quantificação de EE2 e TCS em microplástico e água ........................................... 20 

3.2 Biomarcadores ...................................................................................................... 20 

3.3 Abordagem integrada ............................................................................................ 25 

3.3.1 PERMANOVA multivariada .............................................................................. 25 

3.4 Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR)......................................... 25 

4 Discussão ................................................................................................................. 27 

5 Conclusões ............................................................................................................... 32 
Referências ................................................................................................................. 33 



 
 

viii 
 

Capítulo II. Exposição à microplásticos contaminados com fármacos e produtos de 
cuidados pessoais: efeitos histológicos em Ucides cordatus ........................................ 43 

1 Introdução ................................................................................................................ 45 

2 Material e métodos ................................................................................................... 48 

2.2 Identificação e quantificação de TCS e EE2 em microplástico e água .................... 49 

2.3 Desenho experimental ........................................................................................... 49 

2.4 Biomarcadores morfológicos ................................................................................. 50 

2.4.1 Análises Histomorfométricas .............................................................................. 51 
2.4.2 Análises Histopatológicas ................................................................................... 52 

2.5 Análise dos dados.................................................................................................. 54 

3 Resultados................................................................................................................ 55 

3.1 Identificação e quantificação de EE2 e TCS em microplástico e água .................... 55 

3.2 Análises histológicas ............................................................................................. 55 

4 Discussão ................................................................................................................. 66 

5 Conclusões ............................................................................................................... 73 

Referências ................................................................................................................. 74 
Conclusões gerais ....................................................................................................... 82 

Referências ................................................................................................................. 83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ix 
 

RESUMO 

 
Atualmente  podem  ser  encontrados  diversos  tipos  de  resíduos  nos  mares  e  oceanos  e 

estimase  que  cerca  de  90%  destes  resíduos  sejam  plásticos.  Microplásticos  ao  serem 

descartados via efluentes podem vir a adsorver outros contaminantes como o hormônio 

sintético 17α Etinilestradiol (EE2) e o antimicrobiano Triclosan (TCS). Levando a 

interações que podem causar possíveis efeitos deletérios para os organismos aquáticos.  

Considerando este problema, o objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos biológicos 

oriundos  da  interação  de  microplástico  primário  associado  ao  hormônio  sintético 

anticoncepcional 17α Etinilestradiol e ao bactericida Triclosan, por meio da exposição de 

crustáceos Decapoda Ucides cordatus empregando biomarcadores subcelulares, celulares 

e  histológicos.  O  objetivo  geral  foi  perseguido  a  partir  de  objetivos  específicos 

trabalhados  dentro  de  dois  artigos.  O  primeiro  artigo  teve  o  objetivo  de  avaliar  a 

efetividade da hemolinfa, empregando biomarcadores (LPO, DNA strand break, ChE e 

TRCVN) como uma  técnica não destrutiva em estudos de microplásticos e FPCPs em 

espécies  ameaçadas.  O  segundo  artigo  teve  o  objetivo  de  avaliar  alterações  a  nível 

tecidual (histopatológicas e histomorfométricas) nas brânquias desta mesma espécie. Em 

ambos artigos, a exposição dos organismos foi realizada em quatro tratamentos: i) água 

do  mar  (C);  ii)  água  do  mar + microplásticos  virgens  (MP);  iii)  água  do  mar + 

microplásticos virgens fortificados com 17α Etinilestradiol (MPE) e iv) água do mar + 

microplásticos virgens fortificados com Triclosan (MPT). Foram coletadas amostras de 

hemolinfa  e  brânquias  em  dois  períodos  distintos  (3  e  7  dias)  para  análises  de 

biomarcadores em diferentes níveis de organização biológica. Os resultados do primeiro 

artigo  demonstraram  alterações  na  hemolinfa,  em  3  dias  relacionadas  à  presença  de 

FPCPs,  e  em  7  dias  os  efeitos  parecem  ser  aditivos,  relacionados  à  presença  dos 

microplásticos, demonstrando alterações no metabolismo dos organismos. No segundo 

artigo, alterações a nível  tecidual  foram  mais pronunciadas em organismos expostos à 

tratamentos  contendo  FPCPs  em  ambos os  tempos  de  exposição,  demonstrando  que o 

efeito carreador seja mais importante quando se trata de efeitos neste tecido.  

 

Palavraschave: Micropartículas plásticas; crustáceo; fármacos e produtos de cuidados 

pessoais; toxicidade, carreamento. 
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ABSTRACT 

 

Currently, several types of waste can be found in the seas and oceans and it is estimated 

that around 90% of this waste is plastic. Microplastics, when discarded via effluents, may 

adsorb other contaminants such as the synthetic hormone 17α Ethinylestradiol (EE2) and 

the  antimicrobial  Triclosan  (TCS).  Leading  to  interactions  that  could  cause  possible 

harmful effects to aquatic organisms. Considering this problem, the general objective of 

this study was to evaluate the biological effects arising from the interaction of primary 

microplastic associated with the synthetic contraceptive hormone 17α Ethinylestradiol 

and  the  bactericide  Triclosan,  through  the  exposure  of  Decapoda  Ucides  cordatus 

crustaceans using subcellular, cellular and histological biomarkers. The general objective 

was pursued from specific objectives worked within two articles. The first article aimed 

to evaluate the effectiveness of hemolymph, using biomarkers (LPO, DNA strand break, 

ChE and NRRT) as a nondestructive technique in studies of microplastics and PPCPs in 

threatened species. The second article aimed to evaluate tissue changes (histopathological 

and histomorphometric) in the gills of this same species. In both articles, the exposure of 

organisms  was  carried  out  in  four  treatments:  i)  sea  water  (C);  ii)  sea  water  +  virgin 

microplastics  (MP); iii) sea water + virgin microplastics fortified with 17α 

Ethinylestradiol (MPE) and iv) sea water + virgin microplastics fortified with Triclosan 

(MPT). Hemolymph and gill  samples were collected  at  two different periods  (3 and 7 

days) for analysis of biomarkers at different levels of biological organization. The results 

of the first article showed alterations in the hemolymph, in 3 days related to the presence 

of  PPCPs,  and  in  7  days  the  effects  seem  to  be  additive,  related  to  the  presence  of 

microplastics,  demonstrating  alterations  in  the  organisms'  metabolism.  In  the  second 

article, tissue level changes were more pronounced in organisms exposed to treatments 

containing PPCPs at both times of exposure, demonstrating that the carrier effect is more 

important when it comes to effects on this tissue. 

 

Key words: Microplastics; crustacean; pharmaceuticals and personal care products; 

toxicity; transport.
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1  INTRODUÇÃO GERAL E JUSTIFICATIVAS 
 

1.1 Microplásticos 
 

Os  oceanos  fornecem  inúmeros  serviços  ecossistêmicos  (NOAA,  2018), 

entretanto vem sofrendo diversos tipos de pressões antrópicas,  tais como o descarte de 

produtos plásticos nos mares e oceanos (Duarte, 2014; Ostle et al., 2019). Estimase que 

cerca  de  4,8  a  12,7  milhões  de  toneladas  métricas  de  partículas  plásticas  entram  nos 

oceanos a cada ano (Jambeck et al., 2015; Boucher & Friot et al., 2017). De acordo com 

Eriksen et al.,  (2014), estimase também que aproximadamente 5 trilhões de partículas 

plásticas pesando 268.940 toneladas encontramse flutuando pelos mares e que cerca de 

92,4% deste lixo plástico é composto por microplásticos. 

Os microplásticos, são partículas plásticas que possuem tamanhos menores que    

5  mm  e  podem  ser  divididos  em  2  categorias:  microplásticos  primários,  que  são 

produzidos  em  tamanho  micro  pela  indústria  (Lahens  et  al.,  2018)  e  microplásticos 

secundários,  que  são  resultantes  da  fragmentação  de  plásticos  de  maiores  dimensões 

devido  à  exposição  a  estressores  ambientais  (Murphy  et  al.,  2016).  Microplásticos 

primários,  detectados  no  ambiente  marinho,  em  sua  grande  maioria,  são  de  origem 

continental  (Boucher  &  Friot  et  al.,  2017)  e  possuem  como  principal  fonte  de origem 

efluentes domésticos. Estimase globalmente que 356,2 bilhões m³ de efluentes não são 

tratados, despejando cerca de 38 quatrilhões de micropartículas  plásticas (Uddin et al., 

2020) em ambientes aquáticos.  

Dentre os microplásticos primários lançados por esta via estão aqueles oriundos 

da utilização de produtos da indústria cosmética e farmacêutica que os contêm em sua 

formulação.  Este  tipo  de  microplástico  primário  representa  mais  de  90%  dos 

microplásticos  desta  categoria  detectados  no  ambiente  marinho  (Gouin  et  al.,  2015; 

Guerranti et al., 2019), contribuindo para o aumento da concentração ambiental deste tipo 

de  contaminante  que  já  apresenta  valores  variando  de  1  até  mais  de  30  milhões  de 

partículas  por  m³  em  águas  superficiais  próximas  à  áreas  costeiras  (Mai  et  al.,  2018), 

podendo  chegar  até  áreas  remotas  (Lacerda  et  al.,  2019)  incluindo  áreas  protegidas 

(Dharmadasaet al., 2021). 

Após serem descartadas e carreadas para o meio ambiente, essas micropartículas 

podem causar efeitos aos organismos que residem nesses ecossistemas, visto que aditivos 
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químicos que podem estar presentes nestes microplásticos e monômeros podem vir a ser 

liberados, contaminando o ambiente (Nobre et al., 2015).  

   Organismos também podem assimilar microplásticos tanto pela ingestão quanto 

pela  respiração  (Tanaka & Takada, 2016; Bour et  al., 2020). Estudos demonstraram o 

acúmulo de microplásticos no trato gastrointestinal de caranguejos sendo identificados e 

quantificados em tecidos como intestino, hepatopâncreas e estômago (Waite et al., 2018; 

Yu et al., 2018; Costa et al., 2019).  

Após a ingestão, estes microplásticos podem ainda ser translocados para outros órgãos 

através  de  fluídos  corporais  (Farrel  &  Nelson  et al.,  2013).  O  contato  direto,  também 

propiciaria que os microplásticos ficassem retidos em órgãos como brânquias (Brenneck 

et al., 2015; Watts et al., 2016; Waite et al., 2018; Yu et al., 2018; Costa et al., 2019; 

Villegas et al., 2021).  

Estudos têm demonstrado que micropartículas de polietileno podem alterar proteínas 

(Green  et  al.,  2019)  e  também  levar  a  desestabilização  de  membranas  lisossomais  na 

hemolinfa de moluscos (Avio et al., 2015). Nas brânquias, efeitos têm sido observados 

em moluscos, como alterações em enzimas do metabolismo de xenobióticos e redução da 

atividade da enzima colinesterase (Avio et al., 2015; Nobre et al., 2020). 

 

1.2 Fármacos e Produtos de Cuidados Pessoais (FPCPs) 
 

Ambientes  marinhos  também  têm  sido  afetados  por  outros  contaminantes 

considerados “de preocupação emergente”, que  são  classificados  como  aqueles  que 

podem apresentar algum risco ao ecossistema e ainda não são legislados (Montagner et 

al., 2017). Dentre estes contaminantes estão fármacos e antimicrobianos (Deblond et al., 

2011; U.S.EPA, 2015).  

O  estrogênio 17α Etinilestradiol (EE2), um  hormônio  sintético  utilizado  como 

contraceptivo, é um fármaco de “preocupação emergente”. Como característica apresenta 

baixa  solubilidade  em  água  (4.8  mg/L  e  Kow  >  3),  o  que  assegura  sua  natureza 

hidrofóbica, apresentando também baixa degradabilidade (Adeel et al., 2017; Barreiros 

et al., 2016).  

Estudos prévios detectaram concentrações de EE2 em estações de tratamento de 

efluentes em ng/L (Pessoa et al., 2014), entretanto, considerando localidades em que não 

há tratamento sanitário adequado, esse cenário pode ser ainda pior. Segundo Adeel et al., 

(2017) países da América do Sul, incluindo o Brasil, apresentam uma grande ocorrência 
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de estrogênios em cursos d’água que posteriormente chegam  aos  mares  e  oceanos, 

conforme também já detectado em estudos prévios (20  86 ng/g de sedimento superficial) 

(Pusceddu et al., 2019), podendo causar efeitos adversos à biota, como estresse oxidativo, 

neurotoxicidade e anormalidade em gônadas  conforme já fora observado  (Maranho et 

al, 2014; Smolarz et al., 2017; Almeida et al., 2020).  

O Triclosan (TCS, 5cloro2(2,4diclorofenoxi)fenol) é um agente bactericida, 

cuja produção global ultrapassa 1500 toneladas e que é utilizado pela indústria cosmética 

e de cuidados pessoais  (Chen et al., 2012, Cortez et  al, 2012; Zhang et al, 2019). Por 

também possuir características lipofílicas (Kow > 4), apresenta alta persistência e poder 

de bioacumulação, sendo um contaminante com uma preocupação global (Binelli et al, 

2011; Dhillon et al., 2015).  

A presença de triclosan também já tem sido amplamente detectada em efluentes 

(Behera  et  al.,  2011;  Montagner  et  al.,  2014;  Mohan  &  Balakrishnan,  2019),  em 

concentrações que variam de mais de 100 a mais de 200 ng/L após passarem por estações 

de tratamento (Halden & Paul, 2005; Yueh & Tukey, 2016). E além disso, este cenário 

pode ser ainda agravado em  locais em que não há grande cobertura de tratamentos de 

esgoto.  

O triclosan pode derivar em metiltriclosan, que apresenta uma maior persistência 

ambiental (Balmer et al., 2004; Yueh & Tukey, 2016). Estudos relatam a ocorrência de 

triclosan em diferentes matrizes ambientais (mais de 20 a mais de 95 ng/L em água e em 

sedimento até 15 ng/g) e esgotos, assim como efeitos adversos em organismos aquáticos, 

como  aumento  de  atividades  enzimáticas,  instabilidade  da  membrana  lisossomal, 

alterações  no  desenvolvimento  embriolarval,  alteração  na  reprodução,  assim  como 

mortalidade em algas e bactérias (Ricart et al., 2010; Peng et al, 2013; Pusceddu et al., 

2018).  

 

1.3  Interação microplásticos e FPCPs  Problemática 
 

Estudo recente, mostrou que muitos microplásticos, ao longo de sua trajetória até 

os ambientes marinhos podem vir a adsorver outros contaminantes como Triclosan e 17α 

Etinilestradiol  (Wu  et  al.,  2016)  e  assim  atuar  como  carreador  destas  substâncias 

potencialmente tóxicas à biota local.  

Microplásticos  fabricados  a  partir  de  polietileno  poderiam  aumentar  as 

concentrações de triclosan em Perna canaliculus, assim como um significativo aumento 
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de  alterações  nas  brânquias,  como  o  aumento  da  atividade  da  enzima  superóxido 

dismutase (SOD) e peroxidação lipídica (Webb et al., 2020). Nobre et al., 2020 também 

observaram que microplásticos fortificados com Triclosan podem levar à alterações em 

Crassostrea brasiliana, como desestabilização de membranas celulares. 

Neste  contexto,  a  introdução  de  microplásticos  via  emissários  submarinos  em 

zonas  costeiras  pode  ser  particularmente  preocupante  (Ogata  et  al,  2009;  Zarfl  & 

Matthies, 2010; Bakir et al, 2012; Wang et al, 2016; Guo & Wang, 2019; Ohgaki et al., 

2021).  Logo,  estudos  que  abordem  efeitos  que  possam  surgir  da  interação  de 

microplásticos e FPCPs, em espécies de maiores níveis tróficos, se mostram necessários.  

 

1.4  Ucides cordatus como biomodelo 
 

A espécie de caranguejo Ucides cordatus, endêmica de manguezal, e popularmente 

conhecido como caranguejo Uçá, pode ser uma das espécies suscetíveis a processos de 

poluição por microplásticos que possam conter FPCPs adsorvidos, visto que manguezais 

têm sido considerados sumidouros de microplásticos (Deng et al., 2021) sendo detectado 

já neste ambiente na costa brasileira (Lima et al., 2016). 

 Pertencente à família Ucididae, U. cordatus se trata de uma espécie de caranguejos 

semiterrestres eurialinos, que possuem a capacidade de se adaptar à um grande range de 

salinidade  (2   33%)  (Martinez et al., 1999).  Já  foi detectado o valor acima de 30 nas 

águas das tocas de indivíduos desta espécie em área de proteção ambiental  (Pinheiro et 

al., 2013). As brânquias de U. cordatus são responsáveis pela respiração e por possuir 

mecanismos  osmorregulatórios,  também  são  responsáveis  pela  homeostase  nestes 

ambientes (Martinez et al., 1999). 

Possui  ampla  distribuição  na  costa  do  continente  americano,  apresentando  grande 

relevância ecológica em termos de cadeia alimentar. Se trata de uma espécie protegida, 

que apresenta grande  importância econômica como recurso pesqueiro  (Buranelli et al., 

2019).  Logo,  efeitos  adversos,  nesta  espécie,  poderiam  vir  a  comprometer, 

consequentemente,  a  sobrevivência  de  quem  depende  direta  ou  indiretamente  deste 

recurso.  

Ademais, estudos têm demonstrado que esta espécie tem se mostrado como um bom 

organismoteste sendo observadas alterações no DNA, como aumento na frequência de 

células  micronucleadas,  por  meio  de  amostras  de  hemolinfa  e  alterações  histológicas, 

sendo relevante a utilização das brânquias, que apresentaram patologias como necroses e 
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deformações, quando expostos à ambientes contaminados (Pinheiro et al., 2013; Duarte 

et al., 2016; Carvalho Neta et al., 2019). Desta maneira a utilização desta espécie e de 

seus  respectivos  tecidos  podem  fornecer  importantes  informações  sobre  os  efeitos  da 

contaminação por microplásticos e FPCPs. 

   

1.5 Biomarcadores 
 

Dentre as técnicas aplicadas para se avaliar alterações relacionadas à microplásticos 

e FPCPs na hemolinfa e brânquias de caranguejos, a utilização de biomarcadores, que são 

respostas  geradas  a  partir  da  exposição  de  organismos  a  xenobióticos  e  tem  sido 

amplamente empregadas.  

Biomarcadores  fornecem um diagnóstico precoce, ou seja, avaliam danos antes 

que possam ser sentidos efeitos em níveis maiores de organização biológica, como por 

exemplo, efeitos em níveis de populações e ecossistemas (Pereira et al., 2014; Colin et 

al.,  2016),  empregando  pequenas  quantidades  de  amostras  de  fluídos  corporais  e/ou 

tecidos.  

Os biomarcadores podem ser classificados de acordo com fatores individuais que 

influenciam  na  resposta de organismos à exposição de determinados contaminantes, o 

grau  em  que  refletem  exposições  de  organismos  a  contaminantes  ambientais  e  efeitos 

adversos  oriundos  desta  exposição,  podendo,  portanto,  ocorrer  respostas  em  níveis 

bioquímicos,  celulares,  fisiológicos,  morfológicos  e  comportamentais  (Amorim,  2003; 

Pereira et al., 2014).  

Dentre  os  biomarcadores  de  efeito  biológico  a  nível  subcelular  e  que  podem 

refletir  danos  primários  oriundos  da  perturbação  ocasionada  por  exposição  à 

contaminantes,  estão  a  peroxidação  lipídica,  que  permite  avaliar  o  estresse  oxidativo 

(Parolini & Binelli, 2014), assim como os ensaios de precipitação alcalina (DNA strand

breaks)  (GussoChoueri  et  al.,  2016;  Nobre  et  al.,  2020),  que  permite  avaliar  a 

genotoxicidade.  

A  quantificação  da  atividade  da  acetilcolinesterase  fornece  informações  sobre 

morte celular  (Zhang e Greenberg, 2012), ou seja, danos em nível celular e efeitos em 

níveis  fisiológicos,  pois  sua  resposta  também  reflete  a  ocorrência  de  neurotoxicidade 

(Barboza  et  al.,  2018)  que  pode  culminar  em  alterações  comportamentais,  como 

hiperatividade, asfixia e morte (Roex et al, 2003).  
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Da  mesma  maneira,  alterações  na  estabilidade  da  membrana  lisossômica  de 

células também podem culminar em eventos de morte celular, com a liberação de enzimas 

digestivas,  levando a alterações à nível de população  (Lowe et al. 1992; Cortez et al., 

2012).  

Danos  em  nível  tecidual,  possivelmente  oriundos  de  perturbações  celulares, 

podem ser quantificados através de análises morfométricas e histopatológicas realizadas 

em órgãos alvo (Choi et al., 2018; Oliveira et al., 2019). 

A  combinação  de  biomarcadores  pode  fornecer  um  panorama  mais  confiável 

sobre os prováveis efeitos aos organismos oriundos da interação de microplásticos com 

FPCPs,  visto  que  redundâncias  nas  medidas  reduziriam  a  probabilidade  de  um  falso 

positivo devido ao resultado de um único biomarcador, permitindo também a análise de 

efeitos em vários níveis de organização biológica e diferentes tecidos (Hook et al., 2014). 

Tendo  em  vista  a  relevância  deste  assunto,  principalmente  com  a  tendência 

internacional da implementação de políticas de proibição de microplásticos e FPCPs em 

cosméticos,  que  entretanto  ainda  possui  pouca  atenção  no  Brasil,  o  presente  estudo 

representa uma ferramenta que pode fornecer um maior embasamento para a criação de 

regulamentações  que  visem  a  gestão  adequada  de  contaminantes  de  preocupação 

emergentes em ecossistemas marinhos e que contenham espécies ameaçadas. 

 

1.6 Hipótese  
 

Este  estudo  partiu  da  hipótese  de  que  “A  presença  dos  microplásticos  virgens  e 

contaminados podem provocar toxicidade e consequentemente alterações nas respostas 

biológicas  em  caranguejos  da  espécie  Ucides  cordatus  e  estas  alterações  podem  ser 

observadas  em  fluídos  corporais  desses  organismos  e  seus  respectivos  órgãos 

respiratórios”. 
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2 Objetivos 
 

2.1 Objetivo geral 
 

O  presente  estudo  teve  como  objetivo  avaliar  os  efeitos  biológicos  oriundos  da 

interação  de  microplástico  primário  associado  ao  hormônio  sintético  anticoncepcional 

17α Etinilestradiol e ao bactericida Triclosan, por  meio  da  exposição  de  crustáceos 

Decapoda  Ucides  cordatus  empregando  biomarcadores  bioquímicos,  celulares  e 

morfológicos.  

 

2.2 Objetivos específicos 
 

O  objetivo  geral  foi  perseguido  através  de  objetivos  específicos  que  são 

apresentados no formato de artigos científicos: 

 

  Capítulo  I  –  Resguardando  o  fato  de  que  U.  cordatus  se  trata  de  uma  espécie 

protegida, o objetivo deste artigo foi avaliar a viabilidade da hemolinfa como uma 

técnica  não  destrutiva  para  se  estudar  efeitos  oriundos  da  interação  de 

microplásticos e FPCPs, sob indivíduos da espécie U. cordatus, através da resposta 

de biomarcadores celulares e subcelulares amplamente utilizados e consolidados. 

 

   Capítulo  II  –  Considerando  as  brânquias  como  primeiro  órgão  de  contato  com 

contaminantes na coluna d’água, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos nas 

brânquias  de  U.  cordatus  quando  expostos  à  ambientes  contendo  microplásticos 

virgens  e  contaminados  com  FPCPs  através  de  análises  histopatológicas  e 

histomorfométricas, ou seja, análises a nível tecidual. 
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Capítulo I.   Microplásticos associados à fármacos e produtos 
de  cuidados  pessoais:  O  que  biomarcadores  não  destrutivos 
podem informar sobre efeitos dessa associação? 
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RESUMO 

Métodos para avaliar os efeitos de contaminantes em organismos marinhos, normalmente 
envolvem eutanásia para obtenção de amostras, entretanto técnicas não destrutivas podem 
ser  mais  apropriadas  para  se  trabalhar  com  espécies  ameaçadas.  Neste  estudo,  foram 
avaliadas  respostas  biológicas  de  microplásticos  e  contaminantes  emergentes.  Efeitos 
bioquímicos e celulares (peroxidação lipídica, danos em DNA, atividade da colinesterase 
e estabilidade da  membrana  lisossomal)  na  hemolinfa  foram analisados em um estudo 
cinético,  em  3  e  7  dias,  em  U.  cordatus  expostos  a  microplásticos  fortificados  com 
Triclosan (TCS) e 17α etinilestradiol (EE2). Resultados mostraram que os contaminantes 

produziram efeitos tóxicos em caranguejos expostos tanto aos microplásticos  sozinhos 
(estresse oxidativo, genotoxicidade e neurotoxicidade), ou a microplásticos com TCS e 
EE2  adsorvidos  (neurotóxicos  e  citotóxicos).  Os  resultados  também  demonstraram  a 
capacidade de resposta desta abordagem, que contribui para a compreensão dos efeitos 
de  exposição  à  microplásticos  e  poluição  química  sob  a  biota  através  de  análises  não 
destrutivas. 

Palavraschave: Partículas plásticas; triclosan; 17α etinilestradiol; carreamento; Ucides 
cordatus; ecotoxicologia. 
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ABSTRACT 

Methods  to  assess  the  effects  of  contaminants  on  marine  organisms  typically  involve 
euthanasia to obtain samples, but nondestructive techniques may be more appropriate for 
working with threatened species. In this study, were assessed the biological responses of 
microplastics and contaminants of emerging concern. Biochemical and cellular effects 
(lipid  peroxidation,  DNA  damage,  cholinesterase  activity,  and  lysosomal  membrane 
stability) in hemolymph were analyzed in a kinetic study, at 3 and 7 days, in U. cordatus 
exposed to microplastics spiked with Triclosan (TCS) or 17αethinylestradiol  (EE2). 
Results showed that the contaminants were found to produce toxic effects  in the crabs 
exposed  either  to  the  microplastics  alone  (oxidative  stress,  genotoxicity  and 
neurotoxicity), or to microplastics with TCS or EE2 adsorbed (neurotoxic and cytotoxic). 
The results also demonstrate the responsiveness of  this approach, which contributes to 
the understanding of the effects of exposure to microplastics and chemical pollution on 
biota through nondestructive analyses.  

Keywords:  Microplastics;  triclosan;  17αethinylestradiol;  transport;  Ucides  cordatus; 
ecotoxicology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Micropartículas plásticas têm sido empregadas como esfoliantes e abrasivos em 

produtos cosméticos e de cuidados pessoais. Em sua maioria (93%) são fabricados a partir 

do  polietileno  (Napper  et  al.,  2015).  São  facilmente  carreados  pela  água,  sendo 

transportados  e  descartados  via  esgoto.  Ainda  que  parte  destas  microesferas  possa  se 

associar  a  óleos  e  graxas,  assim  como  ao  lodo  durante  o  processo  de  decantação  em 

estações  de  tratamento  de  efluentes,  sendo  posteriormente  removida,  outra  parte  pode 

ainda permanecer em suspensão na fração aquosa dos efluentes (Murphy et al., 2016). De 

acordo com o estudo de Carr et al., (2016), estimouse que em uma estação de tratamento 

de águas residuais com tratamento secundário, pode realizar o lançamento diário de cerca 

de 0,00087 MPs.L1 de efluente secundário, totalizando 930 mil microplásticos em seu 

efluente final.  Estas micropartículas, após serem descartadas via efluente, podem então 

percorrer longas distâncias e ter como destino matrizes ambientais. Este cenário se torna 

ainda mais crítico em muitas  localidades, que ainda não possuem tratamento adequado 

ou não são totalmente eficientes  (Xanthos & Walker, 2017), como é o caso do Brasil, 

onde cerca de 39,7% dos municípios não recebem qualquer tipo de tratamento de esgoto 

(IBGE, 2017).  

A preocupação decorrente da presença destas microesferas no ambiente advém do 

fato  destes  materiais  serem  quase  “onipresentes” e ao  mesmo  tempo  potencialmente 

tóxicos  para  a  biota  por  possuírem  em  sua  composição  aditivos  químicos  como 

retardantes  de  chamas,  plastificantes,  assim  como  emolientes  que  também  podem  ser 

liberados para o ambiente em que estiverem presentes (Von Moos et al., 2012). Além das 

microesferas,  é  sabido  que  efluentes  sanitários  podem  conter  outros  contaminantes 

diversos,  dentre  os  quais  os  fármacos  e  produtos  de  cuidados  pessoais  (FPCPs)  que 

também não são eficientemente removidos nas estações de tratamento de efluentes, em 

locais em que há algum tipo de tratamento (Pereira et al., 2016), sendo em muitos casos 

descartados diretamente no ambiente nos esgotos brutos. 

Dentre  os  FPCPs  estão  incluídas  substâncias como o 17α Etinilestradiol e o 

Triclosan. O 17α Etinilestradiol (EE2) é um hormônio sintético amplamente utilizado em 

pílulas anticoncepcionais, e chega aos corpos hídricos tanto pela excreção, após seu uso, 

como também pelo descarte  incorreto destas  substâncias  (Heberer, 2002; Cunha et al., 

2016).  Já  o  Triclosan  (TCS,  5cloro2(2,4diclorofenoxi)fenol)  é  um  agente 

antimicrobiano amplamente utilizado em shampoos, desodorantes, entre outros produtos 
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de cuidados pessoais (Cortez et al, 2012). Ambas as substâncias são lipofílicas, com alto 

coeficiente de partição octanolágua (EE2  Kow>3 e TCS  Kow>4) (Wu et al., 2016). 

Estudos vêm demonstrando a presença destas  substâncias em efluentes de estações de 

tratamento de esgotos em diferentes países (Pessoa et al., 2014; Mohan & Balakrishnan, 

2019), assim como sua ocorrência ambiental (Barreiros et al., 2016; Pusceddu et al, 2019; 

PintadoHerrera et al, 2014, Montagner et al., 2014). Além disso, têm sido considerados 

tóxicos para organismos aquáticos (Maranho et al, 2014; Pusceddu et al., 2018; Da Silva 

& Abessa, 2019; Almeida et al., 2020; Xu et al., 2020). Em condição de coocorrência no 

ambiente, microplásticos podem adsorver FPCPs (Puckowski et al., 2021) e, ao longo de 

sua trajetória até os ambientes marinhos, podem atuar como possíveis carreadores destas 

substâncias  potencialmente  tóxicas  (Wu  et  al.  2016),  inclusive  transportandoas  para 

locais  onde  não  há  fontes  de  contaminação.  Neste  contexto,  a  introdução  de 

microplásticos via emissários  submarinos em zonas costeiras pode ser particularmente 

preocupante em termos de risco à biota.  

Atualmente,  os  estudos  que  avaliam  os  possíveis  efeitos  à  biota  aquática 

relacionados tanto a micropartículas plásticas, quanto FPCPs, ou até mesmo a associação 

entre  eles,  geralmente  fazem  uso  de  técnicas  letais,  ou  seja,  existe  a  eutanásia  dos 

organismos para retirada de amostras de tecidos e órgãos internos destinados às análises 

dos efeitos tóxicos (AguirreMartinez et al. 2013; Gonzalez Rey et al., 2014; Watts et al, 

2016; Pedà et al., 2016; Ribeiro et al., 2017; Freitas et al., 2019; Nobre et al., 2020; Webb 

et al., 2020). Entretanto,  levando em consideração trabalhos com  espécies ameaçadas, 

que  já  apresentam  uma  população  reduzida,  o  uso  de  ferramentas  não  destrutivas  se 

mostra vantajoso (Fossi & Leonzio, 1997).  

Embora possa haver algumas limitações relacionadas ao uso de ferramentas não 

destrutivas, como a restrição a um tipo de tecido ou a existência de uma boa correlação 

entre  efeitos  nesse  tecido  e  em  outros  e  os  mecanismos  de  ação  envolvidos,  existem 

muitas  vantagens  como  a  possibilidade  de  amostragem  de  uma  maior  quantidade  de 

organismos  além  de  amostragens  repetidas  ao  longo  to  tempo  utilizando  um  mesmo 

indivíduo  (Fossi et al., 1994). Além destas  vantagens, existe ainda a questão bioética, 

envolvendo o bemestar animal conforme já abrangido por legislações internacionais de 

países como Brasil  (Brasil, 2008), Suíça, Noruega e Nova Zelândia  (Passantino et  al., 

2021). 

Ucides cordatus é típico de manguezais do continente americano, se distribuindo 

desde a Flórida ao Sul do Brasil (Chace & Hobbs, 1969; Buranelli et al., 2019). No Brasil 
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é um importante recurso pesqueiro (Carvalho Neta et al., 2019) e possui status de espécie 

protegida em seu período reprodutivo. Esta espécie vem sendo utilizada como um bom 

modelo  biológico  em  estudos  sobre  poluição  ambiental  por  ser  capaz  de  responder  à 

presença  de  contaminantes  em  seu  ambiente  (Nudi  et  al.,  2007;  Pinheiro  et  al.,  2012, 

2013; Duarte et al., 2016).  

A  hemolinfa,  tecido que pode ser estudado através de  técnicas  não destrutivas, 

tem a função de realizar o transporte de oxigênio, nutrientes e hormônios (Vazquez et al., 

2009; Fredrick et al., 2012), sendo que dentre os seus constituintes, os hemócitos possuem 

papel fundamental na proteção contra patógenos e xenobióticos, por meio de coagulação, 

encapsulação e processos de fagocitose (Liu et al., 2020). Logo o comprometimento deste 

tecido pode também refletir implicações em outros tecidos (Fredrick et al., 2012), e sua 

análise pode fornecer  informações de saúde geral dos organismos (Van der Oost et al., 

2003).  

Estudos  ecotoxicológicos  utilizando  hemolinfa  de  U.  cordatus  vêm  sendo 

realizados para avaliação de contaminação por metais (Pinheiro et al., 2013) e status de 

conservação em áreas de manguezal (Duarte et al., 2016), embora ainda sejam escassos 

estudos sobre efeitos de FPCPs associados à microplásticos. O presente estudo objetivou 

avaliar a efetividade de biomarcadores na hemolinfa de U. cordatus como ferramentas 

não destrutivas aplicadas ao estudo de microplásticos e substâncias carreadas por eles.   
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2  MATERIAL E MÉTODOS 
 

Indivíduos da espécie Ucides cordatus  foram expostos a quatro tratamentos: (i) 

água do mar e DMSO (C), (ii) água do mar + microplásticos virgens (MP), (iii) água do 

mar + microplásticos virgens fortificados com 17α Etinilestradiol (MPE), e (iv) água do 

mar + microplásticos virgens fortificados com Triclosan (MPT). Amostras de hemolinfa 

foram coletadas após 3 dias e 7 dias de exposição para análise de biomarcadores (Figura 

1). 

 

Figura 1. Desenho experimental do ensaio com U. cordatus. Fonte: Autores. 

 

2.1 Fortificação dos microplásticos 
 

Com a finalidade de promover a interação entre as partículas plásticas com FPCPs, 

as  microesferas  de  polietileno  (100    250μm) (Braskem)  foram  submetidas  ao 

procedimento de fortificação com os compostos 17α Etinilestradiol (EE2) e Triclosan 

(TCS) (SigmaAldrich) seguindo o método de equilíbrio em lote (Wu et al, 2016) com 

adaptações de Nobre et al. (2020).  

Primeiramente, foram preparadas soluções estoques de 1 mg/L com as substâncias 

EE2 e TCS. Para tanto 1 mg de cada substância, na  forma de seus respectivos padrões 

analíticos, foi pesado em balança analítica (MettlerToledo), e em seguida diluídos em 

0,5ml  de  dimetilsulfóxido  (DMSO).  Posteriormente,  foram  avolumados  em  balão 

volumétrico com água deionizada para o volume final de 1L.  

Em uma segunda etapa, pesouse, em  balança analítica, 22,5 g de microesferas 

plásticas, para cada substância, que foram acondicionadas juntamente com as respectivas 

soluções  estoque  em  erlenmeyer  de  1L  devidamente  cobertos  para  que  não  houvesse 

degradação das substâncias devido à incidência de luz.  
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Após o preparo, as soluções foram colocadas em agitador orbital por um período 

de 48 horas, a 250 rpm, a fim de atingirem o equilíbrio sortivo entre as partículas. Em 

seguida as microesferas foram retiradas da solução com auxílio de sistema de filtração a 

vácuo por membrana, utilizando filtro (Whatman GF/C) de microfibra de vidro (GE) de 

1,2 μm e armazenadas em frasco âmbar em câmara fria até o início dos experimentos. 

 

2.2 Quantificação de TCS e EE2 em microplástico e água 
 

Análises  químicas  foram  realizadas  a  partir  da  extração  das  substâncias  das 

partículas plásticas antes e após o período de exposição (7 dias), assim como de amostras 

de  água  dos  aquários  também  após  a  exposição.  Para  tanto  foi  realizada  a  extração 

seguindose o protocolo de extração de fase sólida (SFE) adaptado do método 1694 da 

Environmental Protection Agency, EUA (EPA, 2007).  

As  determinações  analíticas  foram  realizadas  por  HPLC  (Agilent  1260  series, 

Agile Technologies) acoplado ao espectrômetro de massa (QTRAP 3200, AB Sciex), em 

gradiente  de  acetonitrila/água  955%  por  8  minutos,  na  presença  dos  aditivos  ácido 

fórmico ou acetato de amônio. Foi utilizada coluna Agilent Eclipse XDBC18 4,6X50 

mm, 1,8 μm, e a análise utilizou ionização por electrospray no modo negativo (ESI). Os 

espectros  MS/MS  resultantes  foram  processados  e  a  identificação  e  quantificação  dos 

analitos foram realizadas a partir da detecção das transições MRM’s (Multiple Reaction 

Monitoring) da biblioteca de espectros de fragmentação (MS/MS) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Parâmetros analíticos empregados nas análises de EE2 e TCS. 

Parâmetros analíticos 

Dados  EE2  TCS 

Faixa de concentração da curva 
analítica (µg. L1)  4.687 a 300  4.687 a 150 

Transição MRM de 
quantificação  279 > 133  287 > 287 

LOD (µg. L1)  1,2  0,5 

LOQ (µg. L1)  4,0  1,7 

MLOD (µg. L1)  0,12  0,05 

MLOQ (µg. L1)  0,40  0,17 
MRM  –  Monitoramento  de  Reações  Múltiplas;  LOD  –  Limite  de  detecção;  LOQ  –  Limite  de 

quantificação; MLOD – Limite de detecção do método; MLOQ – Limite de quantificação do método. 
 

2.3 Organismoteste 
 

Indivíduos da espécie U. cordatus  foram coletados por meio de captura manual na 

Barra do Una, município de Peruíbe, São Paulo (localizado dentro Mosaico Ecológico 

JuréiaItatins),  uma  área  considerada  referência  em  estudos  de  avaliação  ambiental 

(Pinheiro et al., 2013; Duarte et al., 2016; Marinsek et al., 2018; Gonçalves et al., 2020), 

e em seguida foram transportados para o laboratório. No laboratório, os organismos foram 

aclimatados em tanques de 500L, empregando a proporção mínima de 20 litros de água 

do  mar  (previamente  filtrada)  e  salinidade  30,  para  40  organismos,  expostos  por 

submersão. 

 Os  indivíduos  foram  mantidos  sob  forte  aeração,  temperatura  controlada  (22º  C), 

sendo alimentados com folhas de Rizophora mangle em dias alternados ao longo de 10 dias. 

Todos os procedimentos experimentais seguiram as recomendações de ética e bemestar 

animal (CEUA n. 8111041217) bem como o projeto foram submetidos e aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Unifesp (CEP n. 9816101019) e SISBIO (Processo n. 

603141).  
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2.4 Bioensaio de toxicidade 
 

O experimento foi realizado logo após o período de aclimatação, sendo realizados ao 

todo 4 tratamentos: I) controle com água do mar e DMSO (0,5ml/L) (C); II) água do mar 

com  microplásticos  virgens  (250  mg/L)  (MP);  III)  água  do  mar  com  microplásticos 

fortificados com EE2 (MPE); IV) água do mar com microplásticos fortificados com TCS 

(MPT).  Os  tratamentos  foram  realizados  em  quatros  réplicas  cada.  Cada  réplica  do 

experimento  era  composta  por  5  indivíduos  que  estavam  dispostos,  em  aquários  com 

capacidade para 50 litros preenchidos com 10L de água do mar (salinidade 30) a fim de 

que  as  câmaras  branquiais  se  mantivessem  úmidas,  visto  que  se  trata  de  organismos 

semiterrestres. A submersão foi escolhida devido à exposição ser realizada em aquários. 

A escolha da salinidade se deu ao fato de se aproximar do valor medido em campo. 

Durante a realização dos experimentos, os organismos foram alimentados em dias 

alternados com 8g de folhas verdes de Rizophora mangle por aquário. O período total do 

experimento foi de 7 dias, sendo coletadas amostras de hemolinfa de organismos expostos 

em dois instantes distintos: após 3 dias de exposição (T3) e após 7 dias de exposição (T7).  

Para análise de biomarcadores bioquímicos, 10μl de hemolinfa  foram coletados 

na  primeira  articulação  do  primeiro  quilópode  de  cada  caranguejo  com  uma  seringa 

hipodérmica de 1 ml equipada com agulha padrão de 21G – 1¼ (0,8 mm x 30 mm). As 

amostras foram armazenadas em ultrafreezer (80°C) até as análises de biomarcadores de 

peroxidação lipídica, danos em DNA (strand breaks) e atividade da colinesterase.  

Para análise da estabilidade da membrana lisossômica amostras também contendo 

10μl  de  hemolinfa  foram  coletados  da  primeira  articulação  do  quelípodo  de  cada 

caranguejo com seringa e agulha hipodérmicas 21G – 1¼ (0,8 mm x 30 mm), entretanto 

as  seringas  continham  200  μL  de  solução  fisiológica  para  evitar  respostas  de  estresse 

celular, e 300μL de solução anticoagulante (2,05g de glicose, 0,8g de citrato de sódio e 

0,42g de cloreto de sódio diluídos em 100  ml de água  destilada), visto que o  fator de 

coagulação  da  hemolinfa  desta  espécie  é  muito  alto  o  que  inviabilizaria  a  leitura  das 

lâminas, já que os hemócitos não absorveriam o corante (Duarte et. al, 2016). O processo 

de análise foi iniciado logo em seguida à coleta.  
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2.5   Análises dos Biomarcadores 
 

Para a análise dos biomarcadores, a hemolinfa dos organismos foi primeiramente 

homogeneizada à 5 % p/v em tampão Tris–HCl (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; 

sucrose 50 mM; KCl 150 mM; PMSF 1 mM, pH 7.6). 

O homogenato foi então separado para a análise de danos em DNA (25 μL) e 

peroxidação lipídica (150 μL). Sendo posteriormente a hemolinfa centrifugada á 4 ºC e 

12.000 g por 20 min e após a centrifugação sendo obtidas alíquotas do sobrenadante para 

avaliação da atividade da colinesterase (50 µl). O teor de proteínas totais foi mensurado 

para  ambas  as  frações  de  acordo  com  método  de  Bradford  (1976)  para  uso  na 

padronização dos dados de biomarcadores. 

 

2.5.1  Peroxidação lipídica  
 

A  análise  de  peroxidação  lipídica  foi  realizada  seguindo  o  método  do  ácido 

tiobarbitúrico  (Wills,  1987).  Esta  determinação  foi  realizada  através  da  fluorescência 

empregando  516  nm  (excitação)  e  600  nm  (emissão).  Os  brancos  e  os  padrões  de 

tetrametoxipropano  foram  preparados  em  solução  de  homogeneização.  Os  resultados 

foram expressos em μM TBARs/mg proteínas. 

 

2.5.2   Ensaio de Precipitação Alcalina (DNA strand breaks) 
 

  Os danos em DNA foram avaliados pelo método de precipitação alcalina proposto 

por  Olive  et  al.  (1998)  utilizando  curva  padrão  de  DNA  esperma  de  salmão  para 

normalização dos danos e solução de Hoechst para dar luminescência à amostra. O dano 

foi  quantificado  por  fluorescência,  aplicando  os  comprimentos  de  onda  de  360nm  de 

excitação e 450 nm de emissão. Os resultados foram expressos em μg DNA mg 1 proteína 

total.   

 

2.5.3   Atividade da colinesterase  
 

A atividade de ChE foi determinada por meio do método descrito por Ellman (1961) 

e adaptado por Guilhermino et al. (1996). Para a avaliação da ChE são adicionadas 20 μL 

da amostra, 130 μL da solução de DTNB e 50 μL da solução de iodeto de acetilcolina.  
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A leitura foi realizada por absorbância de 405nm por 5 minutos.  Os resultados foram 

expressos em nmol DTNB.min1.mg proteína total1. 

 

2.5.4  Estabilidade da membrana lisossômica 
 

  O  método  de  análise  do  Tempo  de  Retenção  do Corante  Vermelho  Neutro  em 

lisossomos  de  hemócitos  foi  reproduzido  conforme  protocolo  descrito  por  Martínez

Gómez et al. (2015) com adaptações de Duarte et al. (2016) para a espécie U. cordatus. 

Após a coleta, 40 μL da amostra foram colocados em lâminas de microscopia previamente 

tratadas com solução de PolyLlisina para  melhor aderência das células  à  lâmina.  As 

lâminas  foram  colocadas  em  uma  câmara  úmida  e  escura  e  deixadas  incubar  por  15 

minutos, e após este período foi retirado o excesso e adicionados 40 μL de solução de 

trabalho de vermelho neutro. Após 15 minutos de incubação, foi retirado o excesso de 

corante e as lâminas  foram cobertas com  lamínulas. As  lâminas  foram examinadas em 

microscópio óptico no aumento de 400x. O “endpoint” foi determinado quando 50% ou 

mais das células exibiam anomalias estruturais ou vazamento do corante para o citosol.  

 

2.6  Análise de dados 
 

A significância das diferenças entre os tratamentos foi avaliada por meio da Análise 

Permutacional de Variância (PERMANOVA “main  test”) univariada e multivariada 

(Anderson, 2008), considerando dois fatores fixos: tratamento (4 níveis: C, MP, MPE e 

MPT) e tempo de exposição  (2 níveis: 3 e 7 dias). A variáveis da matriz  multivariada 

foram  normalizadas  para  que  tivessem  igual  importância  na  análise.  Quando  o  teste 

principal  apresentou  resultado  significativo  (p<0,05),  foi  aplicado  teste  a  posteriori 

(“pairwise multiple comparisons test”) para identificar quais níveis diferiram entre si. A 

homogeneidade  das  variâncias  foi  analisada  utilizando  PERMDISP.  Uma  vez  que  o 

resultado da PERMANOVA é sensível à heterocedasticidade dos dados, em casos em que 

foi  identificada, foi observado se as séries de dados, apesar da sua heterocedasticidade, 

possuíam  locação  suficientemente  distintas  para  corroborar  uma  eventual  diferença 

significativa apontada pela PERMANOVA. Todos os testes foram realizados baseados 

em  matrizes  de  semelhança  de  distâncias  Euclidianas  para  os  dados  univariados  e 

multivariados.   
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Os  resíduos  foram  permutados  usando  permutação  irrestrita  de  dados  brutos.  Os 

valores de p Monte Carlo foram usados quando o número de permutações foi menor que 

50 (Anderson et al., 2008). Para estas análises foi utilizado o software PRIMER 6.0. 

Os resultados dos biomarcadores foram integrados por meio do Índice Integrado 

de Respostas de Biomarcadores  (IBR)  proposto por Liu et al.  (2013). Para  isso  foram 

criados  índices,  a  partir  da  normalização  de  cada  valor  de  resposta  de  biomarcador 

individual, sendo realizado por subtração do valor médio geral e dividido por seu desvio 

padrão. Cada valor normalizado foi então adicionado ao valor mínimo obtido para cada 

biomarcador  (escore  Z).  Os  índices  foram  calculados,  cada  pontuação  média  do 

biomarcador Z foi então multiplicada por uma ponderação (LPO = 2, DNA = 2, ChE = 2, 

TRCVN =3), designado de acordo com a importância sistêmica de cada biomarcador. Os 

escores de resposta do biomarcador foram plotados como gráficos de radar. Para obter o 

índice  integrado de  resposta de biomarcador  (IBR), a  soma de  todas as pontuações de 

resposta  de  biomarcador  para  cada  tratamento  foi  dividida  pela  soma  de  todas  as 

ponderações, fornecendo o grau final de efeito para cada tratamento.  
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3  RESULTADOS 
 

3.1 Quantificação de EE2 e TCS em microplástico e água 
 

A partir das análises de quantificação de EE2 e TCS nas micropartículas, obteve

se que os microplásticos fortificados com triclosan, apresentaram uma concentração real 

de 10,59 μg.g1 com recuperação do valor nominal de 23,83%, já aqueles fortificados com 

17α etinilestradiol  apresentaram  o  valor  real de 35,40 μg.g1,  com  recuperação  da 

concentração  nominal  de  79,65%.  Enquanto  isso  resultados  da  concentração  nos 

microplásticos após a exposição apresentaram valores de 1,28 μg.g1 de EE2 e 0,22 μg.g

1 de TCS. Também foi detectada a presença das substâncias na água dos aquários, onde 

foram obtidos os valores de 1,93 μg.L1 de EE2 no tratamento MPE e 0,42 μg.L1 de TCS 

no tratamento MPT. 

 

3.2 Biomarcadores 
 

Os resultados das análises estatísticas da PERMANOVA main test estão apresentados 

na Tabela 2. 
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Tabela 2.  PERMANOVA calculada a partir dos dados dos biomarcadores LPO, danos em DNA, 

ChE e TRCVN, assim como Análise Multivariada. 

 

Main test  df  MS  PseudoF  P (perm) 

LPO 

Tempo  1  1,72  9,2251e2  0,759 

Tratamento  3  78,914  4,2324  0,014 

Tempo x Tratamento  3  24,217  1,2988  0,291 

Danos em DNA 

Tempo  1  30,029  11,838  0,001 

Tratamento  3  16,209  6,3897  0,001 

Tempo x Tratamento  3  6,112  2,4093  0,015 

ChE 

Tempo  1  3,0385  12,092  0,001 

Tratamento  3  0,55858  2,2229  0,105 

Tempo x Tratamento  3  0,94447  3,7586  0,026 

TRCVN 

Tempo  1  26036  214,68  0,001 

Tratamento  3  11091  91,452  0,001 

Tempo x Tratamento  3  1898,1  15,651  0,001 

Análise Multivariada 

Tempo  1  30,029  11,838  0,001 

Tratamento  3  16,209  6,3897  0,001 

Tempo x Tratamento.  3  6,112  2,4093  0,015 
LPO – Peroxidação lipídica; ChE – atividade da enzima colinesterase; TRCVN – tempo de retenção do corante 

vermelho neutro. 
 
O resultado das análises PERMDISP mostraram que as dispersões dos dados de LPO, 

ChE e multivariados são homogêneas (Figuras, 2, 3 e 6), portanto não influenciam nos 

resultados da PERMANOVA.  
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Já os resultados das análises realizadas para Danos em DNA e TRCVN mostraram 

heterogeneidade  das  dispersões  das  variâncias  entre  os  grupos,  muito  embora  as 

diferenças apontadas pela PERMANOVA provavelmente  revelem  mais uma diferença 

entre as séries de dados, devido à distância entre as médias, do que uma heterogeneidade 

das variâncias (Figuras 4 e 5). 

A PERMANOVA identificou tanto para os dados de LPO como para danos em DNA 

um  efeito  significativo  apenas  do  fator  tratamento.  Os  testes  pareados  mostraram 

diferença significativa entre o tratamento MP e todos os outros tratamentos (C, MPE e 

MPT) para LPO, e diferença apenas entre MP e C para danos em DNA (Figuras 2 e 3). 

 

Figura 2.   Média e desvio padrão dos níveis de LPO nos diferentes tratamentos, após 3 (barras 
cinzas  claras)  e  7  dias  (barras  cinzas  escuras)  de  exposição.  Letras  maiúsculas  diferentes 
representam diferenças significativas entre tratamentos independentes do tempo (p<0,05). 
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Figura 3. Média e desvio padrão dos níveis de danos em DNA nos diferentes tratamentos, após 
3 (barras cinzas claras) e 7 dias (barras cinzas escuras) de exposição.  Letras maiúsculas diferentes 
representam diferenças significativas entre tratamentos independentes do tempo (p<0,05). 

 

Já  as  respostas  de  AChE  e  TRCVN  sofreram  efeito  interativo  do  tratamento  e  do 

tempo de exposição, ou seja, para estas respostas os tratamentos apresentam diferenças 

significativas, porém dependentes do tempo de exposição, e/ou os tempos de exposição 

apresentam diferenças, porém apenas em alguns tratamentos. Para a ChE (Figura 4), após 

3  dias  de  exposição,  a  exposição  ao  microplástico  mais  o  hormônio  (MPE)  induziu  a 

atividade da enzima em relação à exposição apenas ao microplástico (MP). Já após 7 dias, 

a  ChE  teve  sua  atividade  inibida  em  todos  os  tratamentos  em  relação  ao  controle.  A 

comparação  entre  tempos  de  exposição  mostra  uma  inibição  significativa  da  ChE  no 

maior tempo de exposição, porém apenas nos tratamentos de microplástico mais EE2 ou 

TCS. 

Quanto à estabilidade das membranas lisossômicas (TRCVN) (Figura 5), tanto aos 3 

como após 7 dias de exposição, não foi observado efeito do MP sozinho, mas sim uma 

significativa  redução  do  tempo  de  retenção  do  corante  nos  tratamentos  de  MP  com  a 

adição tanto de EE2 e TCS. Já o tempo de exposição influenciou no TRCVN em todos os 

tratamentos, inclusive no controle, pela redução dos tempos.  
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Figura 4.  Média e desvio padrão da atividade da ChE nos diferentes tratamentos, após 3 (barras 
cinzas  claras)  e  7  dias  (barras  cinzas  escuras)  de  exposição.  Letras  cinzas  claras  mostram 
comparações  entre as barras cinza clara e as  letras cinzas escuras mostram comparações  entre 
barras cinzas escuras. Letras diferentes  representam diferenças significativas entre  tratamentos 
(p<0,05). Asteriscos representam diferenças significativas entre barras cinzas claras e escuras em 
um mesmo tratamento (p<0,05). 

 

Figura 5.   Média e desvio padrão do Tempo de Retenção do Vermelho Neutro nos diferentes 
tratamentos, após 3 (barras cinzas claras) e 7 dias  (barras cinzas escuras) de  exposição. Letras 
cinzas claras mostram comparações entre as barras cinza clara e as letras cinzas escuras mostram 
comparações entre barras cinzas escuras. Letras diferentes representam diferenças significativas 
entre tratamentos (p<0,05). Asteriscos representam diferenças significativas entre barras cinzas 
claras e escuras em um mesmo tratamento (p<0,05). 
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3.3 Abordagem integrada 
 

3.3.1 PERMANOVA multivariada 
 

  Considerando a estrutura multivariada das respostas observadas, os resultados da 

PERMANOVA multifatorial demonstraram efeitos do tempo, tratamento, assim como da 

interação entre estes fatores, sendo então realizados testes pareados a posteriori para este 

último  termo.  O  teste  pareado  mostrou,  aos  3  dias  de  exposição,  uma  ausência  de 

diferença significativa do conjunto de biomarcadores entre C e MP, e entre MPE e MPT, 

porém com diferenças significativas entre estes 2 grupos de tratamentos. Já aos 7 dias, 

apenas o tratamento controle difere dos demais tratamentos. O tempo produz efeitos na 

estrutura  multivariada  dos  dados  em  todos os  tratamentos,  exceto  para  MP  junto  com 

TCS. 

 

 3.4 Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) 
 

Os resultados do IBR corroboram os achados da PERMANOVA e demonstraram que 

as respostas mudaram ao longo do tempo de exposição (Figura 6). Aos 3 dias de exposição 

(Figura 6a) observamse altos valores de LPO e DNA apenas para o tratamento MP, os 

tratamentos  contendo  microplásticos  fortificados  com  FPCPs  (MPE  e  MPT) 

demonstraram  a  mesma  tendência,  ou  seja,  indução  da  atividade  da  enzima  ChE  e 

diminuição  da  estabilidade  da  membrana  lisossômica,  e  isso  se  evidencia  a  partir  dos 

valores  de  alteração  obtidos  (Tabela  3),  onde  os  tratamentos  com  a  presença  de  MPs 

fortificados apresentam maiores índices em relação controle. 

Quando  analisados  os  resultados  do  IBR  para  os  indivíduos  expostos  após  7  dias 

(Figura 6 b), existem algumas alterações em relação ao IBR de 3 dias de exposição. A 

atividade da enzima ChE passa a ser inibida em todos os tratamentos com MP (MP, MPE 

e MPT) e estes mesmo tratamentos também tendem a apresentar valores maiores de dano 

em DNA. A estabilidade da membrana lisossômica apresenta o mesmo padrão anterior e 

é afetada significativamente em MPE e MPT, o que tendência nos scores obtidos (Tabela 

3) onde os MPs associados a EE2 e TCS apresentam valores maiores em comparação ao 

grupo controle e microplástico. 
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A)  B) 

   

 

Figura 6.  Respostas integradas dos biomarcadores em amostras de hemolinfa demonstrando o 
comportamento dos biomarcadores por tratamento com o passar do tempo. 

 

Tabela 3.  Índice integrado de respostas de biomarcadores (IBR) proposto por Liu et al. (2013) 
em  hemolinfa  de  U.  cordatus,  os  valores  apresentados  foram  obtidos  por  meio  do  cálculo  do 
índice para cada tratamento nos diferentes tempos. 
 
 

 

 

 

 

IBR – Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores; C – Controle; MP – água + microplásticos virgens; 
MPE  –  água + microplásticos virgens fortificados com 17αetinilestradiol;  MPT  –  água  +  microplásticos  virgens 
fortificados com Triclosan. 

 

 

 

 

 

   

IBR 
  3 Dias  7 Dias 

C  1,1443  1,7726 
MP  1,5202  1,7010 

MPE  1,7261  1,9405 
MPT  1,9350  2,1820 
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4  DISCUSSÃO 
 

   A exposição a microplásticos virgens ou fortificados com contaminantes, como 

FPCPs, pode gerar respostas em organismos aquáticos, induzindo alterações metabólicas 

e  fisiológicas.  Quando  analisados  os  resultados  de  forma  univariada  bifatorial,  danos 

oxidativos  nos  organismos  da  espécie  Ucides  Cordatus  puderam  ser  observados  nos 

indivíduos expostos apenas aos microplásticos sem fortificação com FPCPs, não havendo 

influência do tempo de exposição. Sabese, de acordo com a literatura, que caranguejos 

podem translocar microplásticos oriundos de outros órgãos para a hemolinfa, assim como 

metabólitos  destes  xenobióticos  (Farrel  &  Nelson  2013).  Logo,  conforme  estudo  de 

Donovan  et  al.,  2018,  injúrias  mecânicas  no  tecido  poderiam  ser  causadas  por  essas 

partículas.  Além  disso,  aditivos  que  possam  estar  presentes  na  composição  destas 

micropartículas  (estabilizadores, retardantes de chama, cargas e pigmentos) (Rochman, 

2015)  poderiam  ser  liberados  (Nobre  et.  al.,  2015),  ocasionando  possivelmente  danos 

químicos nos organismos (Wu et al., 2011).  

Na hemolinfa, aditivos liberados assim como as próprias micropartículas e seus 

metabólitos passariam então por processos de endocitose, visto que, apesar de não possuir 

funções  específicas  de  acúmulo  e  estocagem,  este  tecido  têm  importante  função  no 

sistema imune destes organismos, possuindo como células principais para esta função os 

hemócitos,  responsáveis  por  processos  de  endocitose  que  se  mostram  particularmente 

importantes  quando  se  trata  de  estresse  oxidativo  (Browne  et  al.,  2008;  Canesi  & 

Procházková, 2014).  

Após  a  assimilação  dos  contaminantes,  se  iniciaria  o  processo  de  digestão  nos 

lisossomos, havendo a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Van der Oost, 

et  al.,  2003).  EROs  são  produzidas  naturalmente  por  organismos  como  resultados  de 

processos metabólicos como a respiração na qual o ocorre a redução parcial do oxigênio 

(Sardina et al., 2012), entretanto a elevada produção de EROs pode levar a danos como a 

degradação  oxidativa  de  lipídios  presentes  nas  membranas  celulares,  havendo  o 

comprometimento de suas funções.  

Além disso, os microplásticos podem ser assimilados pelos hemócitos através da 

via  endocítica  mediada  por  proteínas  transmembranas,  formando  vesículas  que  são 

direcionadas  para  o  retículo  endoplasmático  (GESAMP,  2016).  Nesse  processo, 

substâncias orgânicas presentes nos microplásticos podem ativar as enzimas responsáveis 

pela  biotransformação  de  xenobióticos,  servindo  como  um  fator  adicional  na  geração 
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EROs e contribuindo para desequilibrar o sistema de defesa antioxidante (Van der Oost 

et al., 2003; Nobre et al., 2020). Embora hemócitos contenham enzimas antioxidantes 

como  a  superóxido  dismutase  (SOD),  catalase  (CAT)  e  glutationa  peroxidase  (GPx) 

(Winston et al., 1996), quando EROs estão em grandes quantidades a ação do sistema 

antioxidante pode não ser suficiente para evitar o estresse oxidativo, havendo oxidação 

das estruturas e moléculas celulares, os que pode ser medido pelos altos níveis de LPO 

em hemócitos de organismos expostos a microplásticos virgens. 

Os  organismos  dos  tratamentos  contendo  apenas  microplásticos  apresentaram  não 

apenas  maiores  níveis  de  lipoperoxidação,  mas  também  maiores  danos  em  DNA, 

reforçando a sugestão de que as respostas antioxidantes podem não estar sendo suficientes 

para  lidar  com  o  estresse  oxidativo  gerado  pelos  MP.  As  EROs,  ao  interagir  com 

macromoléculas  celulares  por  meio  da  oxidação,  modificação  e  ligação  com  bases 

nitrogenadas, também podem provocar alterações no DNA (GonzalezHunt et al., 2018). 

Além  disso,  produtos  finais  da  peroxidação  lipídica  também  possuem  capacidade  de 

interação com o material genético, induzindo quebras nas fitas de DNA (Eckl & Bresgen 

et al, 2017).  

Nobre et al. (2020) reportaram que microplásticos virgens, mesmo sem a presença 

de  contaminantes  associados,  provocaram  efeitos  nas  enzimas  do  metabolismo  de 

orgânicos, como a modulação de glutationaStransferase  (GST),  e efeitos citotóxicos, 

como aumento da atividade da enzima colinesterase e redução no tempo de retenção do 

corante  vermelho  neutro,  em  ostrasdomangue.  Além  disso,  a  toxicidade  de 

microplásticos  virgens  também  foi  relatada  em  outros  estudos,  com  efeitos  variando 

desde  níveis  subcelulares,  como  alterações  em  enzimas  do  sistema  antioxidante,  até 

teciduais, como a presença de patologias em tecidos como  intestino e tubos digestivos 

(Avio et al., 2015; Nobre et al., 2015; PaulPont et al., 2016; Pittura et al., 2018).  

No  presente  estudo,  também  foram  observados  efeitos  sobre  a  atividade  das 

colinesterases  (ChE),  enzimas  ligadas  à  membranas  citoplasmáticas  e  terminações 

nervosas. Os resultados obtidos para essa enzima indicam um efeito neurotóxico (inibição 

da ChE) após 7 dias de exposição, associado à exposição aos microplásticos, tanto virgens 

como  FPCPs  adsorvidos.  A  inibição  da  ChE  já  foi  reportada  anteriormente  frente  a 

exposição à partículas de poliestireno, como na hemolinfa da espécie de molusco Mytilus 

galloprovincialis  (Brandts  et  al.,  2018).  Tais  efeitos  poderiam  estar  relacionados  à 

presença  aditivos  químicos,  que  também  apresentariam  a  capacidade  de  reduzir  a 

atividade  desta  enzima,  como  já  observado  em  caranguejos  e  peixes  expostos  à 
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plastificantes  e  retardantes  de  chamas,  havendo  a  possível  competição  por  sítios  de 

ligação com a acetilcolina (Minier et al., 2008; Fu et al., 2018).  

Os efeitos relacionados aos FPCPs utilizados no presente estudo podem também 

estar relacionados ao fato destes compostos também terem a habilidade de realizar esta 

competição, conforme fora observado para TCS (Pullaguri et al., 2020). Além disso, para 

EE2 aumentos na concentração deste hormônio, podem reduzir a atividade desta enzima 

em  invertebrados  marinhos  como  poliquetas,  podendo  apresentar  um  aumento  da 

atividade  em  menores  concentrações  (Maranho  et  al.,  2014).  Portanto,  assim  como 

evidenciado no presente estudo e corroborado por estudos pretéritos, os microplásticos e 

FPCPs podem causar efeitos neurotóxicos sobre a biota marinha. 

Efeitos  citotóxicos  foram  observados  no  presente  estudo  através  dos  resultados  do 

TRCVN, que avalia a integridade da membrana lisossomal. Nos tratamentos de exposição 

a  microplásticos  fortificados com FPCPs  (MPT e MPE), os hemócitos de  U. cordatus 

apresentaram  maior comprometimento da  integridade das  membranas  lisossômicas em 

relação ao controle e ao MP. Estudos pretéritos já reportaram distúrbios nas membranas 

lisossomais  frente  a  exposição  de  microplásticos contaminados  com  FPCPs  e  também 

diante da exposição apenas ao TCS e ao EE2 (Canesi et al., 2007; Cortez et al., 2012; 

Nobre et al., 2020).  

No caso do TCS, estes efeitos ocorrem provavelmente porque além de inibir a síntese 

de  ácidos  graxos  e  prejudicar  a  função  mitocondrial  (Newton  et  al.,  2005),  seu  efeito 

antibacteriano resulta em uma desestabilização estrutural das membranas celulares, o que 

acaba por afetar sua integridade funcional (Villalaín et al., 2001). Já o EE2 pode causar a 

perda da estabilidade pois estrogênios, como 17β Etinilestradiol (E2) do qual o EE2 é 

derivado, teriam como alvo, na hemolinfa de invertebrados como mexilhões, o aparato 

lisossomal dos hemócitos, podendo  levar à  alterações em  vias de  sinalização como  as 

mediadas por quinases (MAPK), assim como levar à um aumento de cálcio na hemolinfa, 

o  que  ativaria  enzimas  que  degradam  membranas  lipídicas  e  são  cálciodependentes, 

como a fosfolipase A2 (Burlando et al., 2002; Canesi et al., 2004). 

Tais resultados são preocupantes, pois este biomarcador é considerado um indicador 

de “bemestar” da célula, portanto refletindo em um resultado precoce de efeitos adversos 

mais graves (Binelli et al., 2009, Moore et al., 2007).  A integridade ou estabilidade da 

membrana  lisossomal  já  foi  associada  a  efeitos  em  diferentes  níveis  de  organização 

biológica,  partindo  de  efeitos  subcelulares  (Dailianis  et  al.,  2003;  Pereira  et  al.,  2011; 

Moore  et  al.,  2006a;  Pereira  et  al.,  2007,  2012)  a  efeitos  ao  nível  da  população  e 
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comunidade.  Estes  últimos  se  devem  à  relação  direta  entre  alteração  da  integridade 

lisossomal e a perda de viabilidade de gametas (Ringwood et al., 2004) e atrofia do tecido 

reprodutivo, culminando na redução do potencial reprodutivo (Moore e Viarengo, 1987; 

Allen e Moore, 2004). 

A PERMANOVA mostrou que, em conjunto, as respostas de biomarcadores de  U. 

cordatus  expostos  apenas  a  MP,  em  curto  prazo  (aos  3  dias  de  exposição),  não  se 

diferenciam  do  conjunto  de  biomarcadores  observados  nos  organismos  do  tratamento 

controle.  No  entanto,  já  em  3  dias,  os  organismos  expostos  a  MP  contaminados  com 

FPCPs, embora sem diferença entre os efeitos produzidos pelos MP contaminados com 

EE2  e  TCS.  Porém,  ambos  apresentam  respostas  significativamente  diferentes  dos 

tratamentos controle e MP.  

Já em 7 dias, todos os tratamentos contendo MP, contaminados ou não, apresentam 

uma resposta multivariada diferente do controle. Isso sugere que os FPCPs provocam um 

conjunto de respostas suficientemente diferente do controle já em uma exposição de curto 

prazo. Isso evidencia que microplásticos podem agir como vetores de FPCPs, conforme 

também  demonstrado  pelos  resultados  da  quantificação  das  substâncias  nas 

micropartículas,  assim  como  sua  liberação  na  água  dos  aquários,  sendo  que  poderiam 

também causar exposição via efeito Cavalo de Tróia (Trevisan et al., 2020).  

Vários  parâmetros  podem  influenciar  nos  processos  de  sorção  de  FPCPs  em 

microplásticos, como pH, salinidade, Kow, tipo de polímero e sua cristalinidade, além do 

potencial  iônico  (Puckowski  et  al.,  2021)  além  disso  por  se  encontrarem  ligados  à 

superfície das micropartículas, alterações de parâmetros, como o pH, poderiam promover, 

em primeira  instância, a dessorção destas  substâncias  também dentro do organismo. É 

possível então que microplásticos possam transferir poluentes ambientais para organelas 

alvo  (Trevisan  et  al.,  2020),  conforme  observado,  para  o  TCS  e  EE2,  que  mostraram 

efeitos  significativos  relacionados  à  desestabilização  de  membranas  celulares, 

apresentando, portanto, efeitos mais severos, oriundos de uma ação combinada à ação dos 

microplásticos virgens. 

   A análise  multivariada  mostrou ainda que os MPs  isoladamente, apesar de não 

produzir  um  conjunto  de  efeitos  suficientemente  diferente  do  controle  em  exposição 

curta, ele sim produz efeitos, porém em prazo mais longo. Além disso, em 7 dias o efeito 

provocado  pelo  MP  sozinho  e  MP  contaminado  com  FPCPs  se  assemelham,  logo  as 

micropartículas  virgens  passam  a  influenciar  na  resposta  dos  biomarcadores  e  não 

somente os FPCPs como pôde ser observado em 3 dias. Estes padrões apresentados pela 
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análise estatística multivariada podem ser observados visualmente a partir da integração 

dos dados de biomarcadores por IBR, que demonstra que em exposições de curta duração, 

mesmo que a exposição a microplásticos virgens leve a alterações em níveis subcelulares, 

de forma integrada sua resposta é mais próxima do controle do que a resposta provocada 

pelos MPs contaminados com FPCPs. Já estes demonstram efeitos muito parecidos entre 

si,  tanto aos 3 quanto aos 7 dias de exposição, destacandose especialmente efeitos em 

níveis maiores de organização biológica (citotóxicos e neurotóxicos). 

Os resultados relacionados à biomarcadores no presente estudo demonstram que 

tanto  microplásticos  virgens,  quanto  fortificados  com  FPCPs  induziram  alterações  na 

hemolinfa de Ucides cordatus,  após 3 ou 7 dias de exposição,  ressaltando, portanto, a 

confiabilidade e importância da realização de estudos contemplando diferentes tempos de 

exposição,  pois  esta  variação  temporal  permite  demonstrar  que  as  respostas  a  MPs 

sozinhos ou associados a FPCPs apresentam diferenças ao longo do tempo. 

Análises empregando técnicas letais têm sido realizada para análise de efeito de 

contaminantes  ambientais  em  U.  cordatus  (CarvalhoNeta  et  al.,  2019;  Oliveira  et  al., 

2019; Jesus et al., 2020), muito embora resultados preliminares considerando alterações 

na  hemolinfa  no  presente  estudo,  demonstram  que  estes  organismos  podem  sim  ser 

significativamente afetados pela contaminação por microplásticos e FPCPs. A hemolinfa, 

circula por todos os órgãos nesta espécie,  logo danos neste fluído podem vir a alterar a 

oxigenação e transporte de nutrientes para outros órgãos, o que pode levar até mesmo ao 

surgimento de patologias, além de afetar a imunidade inata nestes organismos, que possui 

a hemolinfa como detentora das principais células de defesa, os tornando mais suscetíveis 

à contaminantes ambientais e patógenos.  

O  estudo  da  hemolinfa  como órgão  alvo  do  efeito  de  microplásticos  e  FPCPs, 

fornecem  resultados  preliminares  e  que  poderiam  sustentar  a  utilização  da  hemolinfa 

como  uma  ferramenta  não  destrutiva  e  responsiva.  Também  se  mostra  importante  por 

colaborar  para  manutenção  de  populações  desta espécie  ameaçada,  como  uma  técnica 

nãodestrutiva, servindo de subsídio para avaliar o risco ecológico com base em espécies 

protegidas como U. cordatus. 
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5 CONCLUSÕES 

    

  A  partir  da  metodologia  empregada  e  dos  resultados  obtidos  podese  concluir  que 

houveram alterações metabólicas em organismos da espécie U. cordatus expostos à 

microplásticos e FPCPs. 

 

  A  análise  de  biomarcadores  empregando  amostras  de  hemolinfa  permitem  a 

identificação e estimativa de efeitos celulares e subcelulares, assim como a influência 

do tempo, que provocam as alterações no metabolismo dos organismos.  

   
  A  utilização  desta  técnica  não  destrutiva,  resguarda  questões  éticas  e  de  bemestar 

animal.  
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Capítulo  II.  Exposição  à  microplásticos  contaminados  com 
fármacos e produtos de cuidados pessoais: efeitos histológicos 
em Ucides cordatus 
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Resumo 

Microplásticos têm sido detectados em brânquias de  invertebrados, além disso estudos 
tem  relatado  a  possibilidade  de  microplásticos  atuarem  como  vetores  de  outros 
contaminantes  como  fármacos  e  produtos  de  cuidados  pessoais  (FPCPs)  ocasionando 
efeitos em diferentes níveis biológicos, como celulares e subcelulares. O presente estudo 
avaliou  alterações  a  nível  tecidual,  empregando  análises  histopatológicas  e 
histomorfométricas  nas  brânquias  de  U.  cordatus  em  cenários  de  exposição  à 
microplásticos isoladamente ou adsorvidos à FPCPs. Para isso espécimes foram expostas 
à quatro tratamentos: I) controle (C), II) microplástico virgens (MP), III) microplásticos 
fortificados com 17α Etinilestradiol  (MPE),  e  IV)  microplásticos  fortificados  com 
triclosan (MPT), ao longo de 3 ou 7 dias. Após a exposição foram coletadas amostras de 
brânquias para análises histológicas. Resultados das análises histológicas, mostraram que 
tanto  microplásticos  virgens  e  principalmente  aqueles  fortificados  com  FPCPs  podem 
agravar  consideravelmente  patologias  nas  brânquias  de  U.  cordatus,  sendo  este 
agravamento  influenciado  pelo  tempo  de  exposição,  o  que  pôde  ser  ainda  mais 
evidenciado através da integração da extensão, ocorrência e grau das patologias.  

 

Palavraschave:  Poluição  por  plásticos;  bactericida;  hormônio  anticoncepcional; 
histopatologia; morfometria; caranguejos. 
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Abstract 

Microplastics have been detected in invertebrate gills, furthermore studies have reported 
the  possibility  of  microplastics  acting  as  vectors  of  other  contaminants  such  as 
pharmaceuticals  and  personal  care  products  (PPCPs)  causing  effects  at  different 
biological  levels as cellular and subcellular. The present  study evaluated alterations at 
tissue  level, using  histopathological and  histomorphometric analyzes  in  the gills of  U. 
cordatus  in  exposure  to  microplastics  alone  or  adsorbed  to  FPCPs.  Specimens  were 
exposed to four treatments: I) control (C), II) virgin microplastic (MP), III) microplastics 
fortified with 17α Ethinylestradiol (MPE), and IV) microplastics fortified with triclosan 
(MPT),  over  3  or  7  days.  After  exposure  period,  gill  samples  were  collected  for 
histological  analysis.  Results  of  the  histological  analysis  showed  that  both  virgin 
microplastics  and  especially  those  fortified  with  PPCPs  can  considerably  aggravate 
pathologies in the gills of U. cordatus, this aggravation being influenced by the time of 
exposure,  which  could  be  further  evidenced  through  the  integration  of  the  extension, 
occurrence, and degree of pathologies. 

 

Keywords:  Plastic  pollution;  bactericide;  contraceptive  hormone;  histopathology; 
morphometry; gills; crabs. 
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1  INTRODUÇÃO 
 

Os  oceanos  têm  sido  constantemente  afetados  por  produtos  químicos 

antropogênicos  de  ampla  ocorrência,  nomeados como de “preocupação  emergente”. 

Alguns  destes  compostos  historicamente  não  eram  considerados  "contaminantes"  já 

outros  são  relativamente  novos,  pois  estão  sendo  introduzidos  na  sociedade  apenas 

recentemente (Sauvé et al., 2014). Dentro desta classe de contaminantes podemos elencar 

os fármacos e seus metabólitos (ValdezCarrillo et al., 2020), alguns bactericidas como o 

Triclosan (Rasheed et al., 2019) e ingredientes utilizados na formulação de produtos de 

cuidados pessoais como as micropartículas plásticas (Mak et al., 2019). 

Estes contaminantes cada vez mais mensurados em efluentes urbanos (Carr et al., 

2016; Lehutso et al., 2017; Tang et al., 2021) e já têm sido amplamente detectados em 

compartimentos ambientais (Eriksen et al., 2014; Lebreton et al., 2018), como em águas 

oceânicas  e  estuarinas.  Além  disso  de  acordo  com  Wu  et  al.,  (2016)  microplásticos 

presentes em efluentes podem vir a atuar como carreadores de fármacos e produtos de 

cuidados pessoais (FPCPs), sendo esta interação favorecida por um conjunto de fatores 

físicoquímicos, como a hidrofobicidade dos FPCPs, o tipo de polímero e área superficial 

das  micropartículas  (Avio  et  al.,  2015).  Logo,  microplásticos  também  possuiriam  a 

capacidade  de  transferir  FPCPs  tanto  para  compartimentos  ambientais  quanto  para  a 

biota. 

Características  como  a  flutuabilidade  dos  microplásticos  também  poderiam 

favorecer  diferentes  vias  de  assimilação,  assim  como  as  espécies  mais  suscetíveis  a 

determinado tipo de microplástico (Wang et al., 2019), que possa também possuir FPCPs 

adsorvidos. O polietileno de baixa densidade  (LDPE)  (Wu et al., 2016) que apresenta 

valores de densidade entre 0,90  0,94 g/cm3 (Lambert & Wagner, 2018), logo sendo uma 

importante  via  de  assimilação  e  acumulação  que  seria  favorecida  por  este  tipo  de 

microplástico seria a respiratória (Wang et al., 2021; Von Moos et al., 2012).  

As brânquias  são os principais órgãos respiratórios e também  responsáveis por 

processos  de  osmorregulação  em  espécies  de  organismos  aquáticos,  como  crustáceos, 

estando também envolvidas no processo de excreção de produtos nitrogenados (amônia), 

assim  como  transporte e homeostase de cálcio  (Evans et al., 2005; Freire et al., 2008; 

Henry et al., 2012). 

Análises  a  nível  de  tecido  (histológicas)  utilizando  as  brânquias,  vêm  sendo 

aplicadas  tanto  para  identificar  a  presença  das  micropartículas,  quanto  como 
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biomarcadores  nos  estudos  de  avaliação  dos  efeitos  de  microplásticos  e  FPCPs, 

individualmente, em organismos aquáticos. Dentre estas análises está a identificação de 

histopatologias,  frequência  de  ocorrência  das  mesmas,  além  de  análises 

histomorfométricas,  permitindo  avaliar  os  efeitos  em  um  nível  intermediário  de 

organização biológica (Carvalho Neta et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Jesus et al., 2020).  

Microplásticos  já  têm  sido  identificados  em  organismos  como  caranguejos 

semiterrestres.  Brenneck  et  al.,  2015  observaram  que  até  mesmo  microplásticos  com 

tamanhos  superiores  à  100  µm  podem  ficar  retidos  em  brânquias  de  caranguejos  da 

espécie Uca rapax. A presença destes microplásticos em invertebrados poderiam ainda 

causar abrasão, induzindo estresse oxidativo e acúmulo de espécies reativas de oxigênio, 

indicando  também  uma  resposta  inflamatória  (Kurchaba  et  al.,  2020;  Vasanthi  et  al., 

2021).  

Patologias em brânquias, relacionadas à presença de microplásticos, também têm 

sido observadas em espécies de crustáceos. Hsieh et al., 2021 observaram que camarões 

Litopenaeus  vannamei  expostos  à  micropartículas  de  polietileno  apresentaram 

encolhimento  e  deformação  das  lamelas  secundárias  de  suas  brânquias.  Ademais  a 

presença  e  liberação  de  aditivos  que  podem  estar  presentes  nestas  micropartículas, 

poderiam ocasionar levantamento epitelial em brânquias de organismos marinhos como 

observado em espécie de peixe (BarjaFernandez et al., 2013). 

Alterações  na  arquitetura  e  estrutura,  assim  como  a  influência  da  extensão  das 

patologias,  tanto  regressivas  como  progressivas,  na  área  superficial  das  lamelas  e 

consequentemente no processo respiratório de indivíduos expostos à microplásticos têm 

sido corroborada por análises morfométricas, muito embora este tipo de análise tenha tido 

como foco animais vertebrados. No estudo de Karbalalei et al., 2021 foi observada uma 

redução  na  altura  das  lamelas  secundárias  nas  brânquias  de  peixes  expostos  à 

microplásticos virgens. 

A abrasão ocasionada por microplásticos poderia ainda aumentar a absorção de 

outros contaminantes (Karami et al., 2016; Karbalalei et al. 2021). E, uma vez absorvidos, 

contaminantes como TCS e EE2, estes também poderiam ocasionar infiltração hemocítica 

em  brânquias  de  invertebrados,  conforme  observado  em  Mytilus  galloprovincialis 

expostos à EE2 (Lopes et al., 2021).  Ademais, peixes expostos à TCS apresentaram a 

presença  de  levantamento  epitelial,  necroses,  hipertrofia,  fusão  lamelar  e  hiperplasia 

(Hemalatha et al., 2019). 



 
 

47 
 

Considerando que já foram detectados microplásticos em áreas de manguezal em 

no  Brasil  (Zamprogno  et  al.,  2021),  e  que  possam  estar  carreando  FPCPs,  diversas 

espécies podem estar suscetíveis a tais processos, como crustáceos Decapoda que já têm 

se mostrado vulneráveis a cenários de contaminação ambiental, como a espécie Ucides 

cordatus.  

Esta espécie é endêmica de manguezal apresentando grande relevância ambiental, 

assim como econômica (Pinheiro et al., 2013), podendo ser encontrada desde o sul dos 

Estados Unidos até o sul do Brasil (Chace & Hobbs, 1969; Buranelli et al., 2019).  

Efeitos  adversos  nestes  organismos  têm  sido  observados  através  de  análises 

histológicas  (Carvalho  Neta  et  al.,  2019;  Oliveira  et  al.,  2019),  muito  embora  estudos 

sobre  efeitos  histológicos  relacionados  à  exposição  desta  espécie  à  microplásticos  e 

FPCPs ainda não tenham sido desenvolvidos.  

Trabalhos  empregando  estes  tipo  de  análises  em  brânquias  se  mostrariam 

importantes,  visto  que  alterações  à  nível  tecidual  nas  brânquias  destes  organismos 

poderiam  afetar  a  sobrevivência  destes  organismos  devido  ao  comprometimento  do 

sistema  respiratório,  assim  como  a  capacidade  destes  organismos  colonizar  ambientes 

eurialinos,  pelo  comprometimento  da  função  osmorregulatória  (Ortega  et  al.,  2017) 

afetando  consequentemente  comunidades  que  dependem  de  sua  comercialização  para 

subsistência.  

Ademais, para além da aplicação de índices histopatológicos convencionais, com 

abordagem semiquantitativa, e  integração de  frequência de ocorrência das patologias, 

estudos  que  abordem  a  integração  das  patologias  unindo  sua  ocorrência,  severidade  e 

extensão  em  um  valor  unificado  poderiam  refletir  o  real  estado  de  saúde  geral  das 

brânquias,  uma  vez  que  o  significado  biológico  possa  ser  melhor  interpretado  e 

representado. 

A partir deste contexto o presente estudo possuiu como objetivo avaliar alterações 

morfológicas  nas  brânquias  do  crustáceo  Decapoda  Ucides  cordatus  expostos  à 

microplásticos virgens e também a microplásticos fortificados 17α etinilestradiol e 

triclosan  empregando  análises  histopatológicas  e  histomorfométricas.  Também  foi 

testada a efetividade da integração estatística das patologias considerando não apenas sua 

ocorrência,  mas  também  sua  extensão  e  severidade  em  um  único  valor  (por  lesão)  de 

forma a melhor compreender as respostas biológicas das brânquias destes organismos em 

cada tratamento contendo microplásticos. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para se atingir tal objetivo, espécimes de Ucides cordatus foram expostos a quatro 

diferentes tratamentos: (i) água do mar e DMSO (C), (ii) água do mar + microplásticos 

virgens  (MP),  (iii)  água  do  mar  +  microplásticos virgens fortificados com 17α 

Etinilestradiol  (MPE),  e  (iv)  água  do  mar  +  microplásticos  virgens  fortificados  com 

Triclosan (MPT). Amostras de brânquia foram coletadas após 3 dias e 7 dias de exposição 

para análises histopatológicas e histomorfométricas. 

 

2.1 Fortificação dos microplásticos 

Com a finalidade de promover a interação entre as partículas plásticas com FPCPs, 

as  microesferas  de  polietileno  (100    250μm)  (Braskem)  foram  submetidas  ao 

procedimento de fortificação com os compostos 17α Etinilestradiol (EE2) e Triclosan 

(TCS) (SigmaAldrich) seguindo o método de equilíbrio em  lote (Wu et al, 2016) com 

adaptações de Nobre et al. (2020).  

Primeiramente, foram preparadas soluções estoque de 1 mg/L com as substâncias 

EE2 e TCS. Para tanto 1 mg de cada substância, na  forma de seus respectivos padrões 

analíticos, foi pesado em balança analítica (MettlerToledo), e em seguida diluídos em 

0,5ml  de  dimetilsulfóxido  (DMSO).  Posteriormente,  foram  avolumados  em  balão 

volumétrico com água deionizada para o volume final de 1L.  

Em uma segunda etapa, pesouse, em  balança analítica, 22,5 g de microesferas 

plásticas, para cada substância, que foram acondicionadas juntamente com as respectivas 

soluções  estoque  em  erlenmeyer  de  1L  devidamente  cobertos  para  que  não  houvesse 

degradação das substâncias devido à incidência de luz. Após o preparo, as soluções foram 

colocadas em agitador orbital por um período de 48 horas, a 250 rpm, a fim de atingirem 

o equilíbrio  sortivo entre as partículas. Em seguida as microesferas  foram retiradas da 

solução  com  auxílio  de  sistema  de  filtração  a  vácuo  por  membrana,  utilizando  filtro 

(Whatman GF/C) de microfibra de vidro (GE) de 1,2 μm e armazenadas em frasco âmbar 

em câmara fria até o início dos experimentos. 
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2.2 Identificação e quantificação de TCS e EE2 em microplástico e água 
 

Análises  químicas  foram  realizadas  a  partir  da  extração  das  substâncias  das 

partículas plásticas antes e após o período de exposição (7 dias), assim como de amostras 

de  água  dos  aquários  também  após  a  exposição.  Para  tanto  foi  realizada  a  extração 

seguindose o protocolo de extração de fase sólida (SFE) adaptado do método 1694 da 

Environmental Protection Agency, EUA (EPA, 2007).  

As  determinações  analíticas  foram  realizadas  por  HPLC  (Agilent  1260  series, 

Agile Technologies) acoplado ao espectrômetro de massa (QTRAP 3200, AB Sciex), em 

gradiente  de  acetonitrila/água  955%  por  8  minutos,  na  presença  dos  aditivos  ácido 

fórmico ou acetato de amônio. Foi utilizada coluna Agilent Eclipse XDBC18 4,6X50 

mm, 1,8 μm, e a análise utilizou ionização por electrospray no modo negativo (ESI). Os 

espectros  MS/MS  resultantes  foram  processados  e  a  identificação  e  quantificação  dos 

analitos foram realizadas a partir da detecção das transições MRM’s (Multiple Reaction 

Monitoring) da biblioteca de espectros de fragmentação (MS/MS) (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Parâmetros analíticos referentes à análise dos compostos de interesse. 

 
FPCP                                                         Parâmetros analíticos  

 

 

Faixa de 
concentração 

da curva 
analítica  
(µg. L1) 

Transição 
MRM de 

quantificação 

LOD 
(µg. L1) 

LOQ 
(µg. L1) 

MLOD 
(µg. L1) 

MLOQ 
(µg. L1) 

EE2  4.687 a 300  279 > 133  1,2  4,0  0.12  0.40 

TCS  4.687 a 150  287 > 287  0,5  1,7  0,05  0,17 
 

MRM  –  Monitoramento  de  Reações  Múltiplas;  LOD  –  Limite  de  detecção;  LOQ  –  Limite  de 
quantificação; MLOD – Limite de detecção do método; MLOQ – Limite de quantificação do método. 
 

2.3 Desenho experimental 
 

Para  a  realização  do  experimento,  primeiramente  foram  obtidos  indivíduos  da 

espécie  de  interesse.  Logo  estes  foram  adquiridos  na  Barra  do  Una,  localizada  dentro 

Mosaico  Ecológico  JuréiaItatins  (PeruíbeSP),  através  de  coleta  manual,  sendo 

posteriormente transportados à laboratório, onde foram aclimatados em tanques de 500L, 

empregando a proporção mínima de 20 litros de água do mar para 40 organismos por 10 
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dias,  sendo  alimentados  em  dias  alternados  com  folhas  de  Rizophora  mangle  e  sendo 

mantidos sob forte aeração, temperatura controlada (22º C).  

Após  o  período  de  aclimatação,  foi  realizado  experimento,  contemplando  4 

tratamentos: I) controle com água do mar e DMSO (0,5ml/L) (C); II) água do mar com 

microplásticos  virgens  (250  mg/L)  (MP);  III)  água  do  mar  com  microplásticos 

fortificados com EE2 (MPE); IV) água do mar com microplásticos fortificados com TCS 

(MPT).  Cada  tratamento  foi  realizado  em  quatros  réplicas,  sendo  compostas  por  5 

indivíduos, dispostos em aquários com capacidade para 50 litros preenchidos com 10L de 

água do mar (salinidade 30).  

Durante a realização dos experimentos, os organismos foram alimentados em dias 

alternados com 8g de folhas verdes de Rizophora mangle por aquário. O período total do 

experimento foi de 7 dias, sendo coletadas amostras de brânquias de organismos expostos 

em dois instantes distintos: após 3 dias de exposição (T3) e após 7 dias de exposição (T7).  

Após os organismos serem crioeutanasiados, (deixandoos em freezer por 1 hora) 

estes foram dissecados para extração das brânquias que foram logo em seguida fixadas 

em solução ALFAC (álcool, formaldeído e ácido acético glacial) por 16 horas, após este 

período estes tecidos foram armazenados em álcool 70% e mantidos a 4ºC para posterior 

processamento histológico.  

Todos  os  procedimentos  experimentais  seguiram  as  recomendações  de  ética  e 

bemestar  animal  (CEUA  n.  8111041217)  bem  como  o  projeto  foram  submetidos  e 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Unifesp (CEP n. 9816101019) e SISBIO 

(Processo n. 603141). 

 

2.4 Biomarcadores morfológicos 
 

O processamento histológico se deu de acordo com procedimentos histológicos 

padrões  seguindo três passos: desidratação, diafanização e  inclusão em parafina. Após 

inclusão em parafina, foram obtidos 3 cortes semiseriados (5μm de espessura e 200 μm 

de espaçamento entre os cortes) que foram novamente diafanizados, hidratados e por fim 

corados em Hematoxilina e Eosina (H &E), permitindo a observação das estruturas.  

 

 



 
 

51 
 

2.4.1  Análises Histomorfométricas  
 

Para  análises  histomorfométricas  foi  utilizado  método  adaptado  de  Nero  et  al. 

(2006)  e  aplicado  por  Marinsek  (2018).  Primeiramente  foi  delimitada  como objeto  de 

estudo a área central das brânquias, que tendem a apresentar uma menor variação em seu 

tamanho,  visto  que  as  extremidades  das  brânquias  desta  espécie  apresentamse  mais 

curtas em uma extremidade e mais compridas em outra. Nesta área selecionada,  foram 

então  capturadas  duas  fotomicrografias  de  cada  lado  da  brânquia  (aumento  40x), 

totalizando 4 fotomicrografias por corte histológico ou 12 fotomicrografias por indivíduo. 

A  partir  das  fotomicrografias  capturadas,  foram  realizadas  mensurações  de  maneira 

aleatória,  sendo  que  as  imagens  primeiramente  eram  sobrepostas  à  um  sistema  teste 

adaptado  dos  princípios  da  estereologia  (MandarimdeLacerda,  2003)  (Figura  1)  

medindose apenas as lamelas secundárias que tocavam o centro da cruz. Em cada uma 

destas  lamelas  foram  obtidas  as  medidas  dos  seguintes  parâmetros:  comprimento  das 

lamelas  secundárias  (CLS),  largura  das  lamelas  secundarias  (LLS)  e  distância  inter

lamelar (DIL), sendo que para os parâmetros LLS e DIL foram realizadas três medidas 

representando as porções basal, medial e apical, obtendose uma média dos resultados.  
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Figura  1.  Sistemateste  com  40  pontos  ao  qual  as  fotomicrografias  eram  sobrepostas,  para 
seleção das lamelas das brânquias de U. cordatus e medida dos parâmetros de interesse. (CLS) 
– comprimento da lamela secundária, (LLS) – largura da lamela secundária, (DIL) – distância 
interlamelar. Fonte: Fotomicrografia dos autores. 

 

2.4.2  Análises Histopatológicas  
 

A fim de avaliar o grau dos danos nas brânquias, análises histopatológicas foram 

realizadas a partir da metodologia adaptada de Bernett et al., (1999), também com base 

nos conceitos de (Poleksic & MitrovicTutundzik, 1994). As patologias identificadas, de 

acordo  com  fator  de  importância  (w)  abrangendo  valores  de  1  a  3,  relacionados  à 

reversibilidade do dano (1 revertem com facilidade; 2 potencialmente reversíveis ao final 

da  exposição  e  3  direcionam  à  perda  parcial  ou  total  da  função  do órgão)  (Tabela  2). 

Também  foi  observada  a  ocorrência  das  lesões,  classificada  como  um  segundo  valor 

numérico (a) relacionado à extensão e grau da lesão variando entre 0 e 6 (0: ausente, 1: 

pontual e pequena, 2: pouco extensa, 4: extensão média; e 6:abundante/extensa). O Índice 

de Bernet foi calculado seguindose a seguinte equação: 

 

𝐼𝑜𝑟𝑔 = 𝑟𝑝 𝑎𝑙𝑡 (𝑎 ∗ 𝑤) 
 

Onde rp: padrão de reação; alt: alteração; a: score; w: fator de importância.  
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Além disso, frequências de ocorrência para cada patologia foram calculadas e o 

score (a) das patologias foi utilizado para realização da integração dos dados a partir da 

análise de componentes principais PCA. 

 

Tabela 2. Fatores de importância das patologias presentes nas brânquias de U. cordatus 
(adaptado de Bernet et al., 1999). 

 

Patologias Brânquias  Fator de Importância 
Extravasamento de hemolinfa   1 
Congestão/aumento de volume de 
hemolinfa 

1 

Aneurisma  1 
Edema   1 
Alterações na arquitetura e estrutura  1 
Fusão de lamelas   
Descolamento da cutícula   
Descolamento do epitélio   
Elevação do epitélio   
Descamação do epitélio   
Alteração canal marginal   
Ruptura do epitélio   
Ruptura da cutícula   
Inchaço lamelar   
Ruptura das células pilares   
Atrofia das lamelas secundárias  2 
Inclusão fibrilar  2 
Fibrose  2 
Alterações nucleares  2 
Células necróticas   
Necrose  3 
Hiperplasia  2 
Esxudato  1 
Granuloma  1 
Infiltração  2 
Tumor Benigno  2 
Parasitas  1 
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2.5  Análise dos dados 
 

Os resultados dos Índices Histopatológicos e das análises histomorfométricas foram 

analisados através da Análise Permutacional de Variância (PERMANOVA “main test”) 

univariada bifatorial, (Anderson, 2008), considerando os fatores: tratamento (4 níveis: C, 

MP, MPE e MPT) e tempo de exposição (2 níveis: 3 e 7 dias). Quando o teste principal 

apresentou resultado significativo (p<0,05), foi aplicado teste a posteriori (“pairwise 

multiple  comparisons  test”) para identificar quais  níveis  diferiram  entre  si.  A 

homogeneidade  das  variâncias  foi  analisada  utilizando  PERMDISP.  Uma  vez  que  o 

resultado da PERMANOVA é sensível à heterocedasticidade dos dados, em casos em que 

foi  identificada, foi observado se as séries de dados, apesar da sua heterocedasticidade, 

possuíam  locação  suficientemente  distintas  para  corroborar  uma  eventual  diferença 

significativa apontada pela PERMANOVA.  Por  fim a contribuição de cada parâmetro 

(LLS, CLS e DIL) para a dissimilaridade entre fatores foi observado através da análise 

SIMPER. 

Todos os testes foram realizados baseados em matrizes de semelhança de distâncias 

Euclidianas.  Os resíduos foram permutados usando permutação irrestrita de dados brutos. 

Os  valores  de  p  Monte  Carlo  foram  usados  quando  o  número  de  permutações  foram 

menores  que  50  (Anderson  et  al.,  2008).  Para  estas  análises  foi  utilizado  o  software 

PRIMER 6.0. 

A  Análise  Fatorial  com  extração  por  Análise  de  Componentes  Principais 

(FA/PCA Principal Components Analysis), foi realizada com a finalidade de se destacar 

as associações entre o score (a) que representa a extensão das patologias, em relação aos 

tratamentos e tempo de exposição. Desta maneira, as variáveis foram padronizadas a fim 

de que  fossem  igualmente tratadas. As variáveis  selecionadas  para serem  interpretadas 

foram aquelas com scores ≥ 0,7 (Tabachnic & Fidell, 1996).  A relevância das associações 

observadas para cada tratamento foi estimada calculando o fator score do centroide de 

todos os casos para os dados originais. As análises foram realizadas utilizando o software 

Statistica® 12. 
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3  RESULTADOS 
 

3.1 Identificação e quantificação de EE2 e TCS em microplástico e água 
 

Os  resultados  das  análises  químicas  demonstraram  que  houve  uma  redução  da 

concentração de FPCPs nos  microplásticos ao  final do experimento  (7 dias), de 35,40 

μg.g1 para 1,28 μg.g1 de EE2 no tratamento MPE e 10,59 μg.g1 para 0,22 μg.g1 de TCS 

no  tratamento  MPT.  Também  foi  detectada  a  presença  das  substâncias  na  água  dos 

aquários (EE2: 1,93 μg.L1 no tratamento MPE e TCS: 0,42 μg.L1 no tratamento MPT).  

 A  recuperação  nominal  nos  microplásticos  fortificados  com  triclosan  foi  de 

23,83%, enquanto para os fortificados com 17α etinilestradiol foi de 79,65%.  

 

3.2 Análises histológicas 
 

Foram observadas, em geral, 24 patologias presentes nos organismos (Tabela 3). 

Em 3 dias de exposição o tratamento MPE apresentou maior frequência de ocorrências, 

sendo  registrado  exclusivamente  neste  tratamento  a  ocorrência  de  tumor  benigno 

caracterizados por pronunciada inclusão fibrilar (Figura 2C).  Também em 3 dias, necrose 

foi  uma  das  alterações  mais  frequentes  em  todos  os  tratamentos  (100%),  ou  seja, 

ocorreram em todos os organismos de todos os tratamentos, sendo que nos tratamentos 

contendo FPCPs estas lesões foram mais evidentes do que no tratamento controle.  

Também  foram  observados  em  todos  os  tratamentos  uma  alta  frequência  de 

ocorrência de alterações na estrutura e arquitetura (ruptura de células pilares, ruptura da 

cutícula  e  epitélio,  assim  como  descolamento  da  cutícula)  (100%),  apresentando 

influência  principalmente  na  estrutura  das  brânquias  dos  indivíduos  expostos  aos 

tratamentos MP e MPT, afetando inclusive a estrutura geral deste órgão (Figura 2 B e D). 

Infiltração hemocítica também apresentou alta frequência de ocorrência, principalmente 

nos  tratamentos contendo microplásticos  tanto virgens quanto  fortificados com FPCPs 

(100%) (Tabela 4).  

Considerando todos os tratamentos em 3 dias,  tevese que de maneira geral e em 

ordem decrescente, a frequência de ocorrência das seguintes alterações foram observadas: 

necrose  =  ruptura  de  cutícula  =  ruptura  epitelial  =  ruptura  das  células  pilares  = 

descolamento  da  cutícula  >  infiltração  >  alteração  do  canal  marginal  >  exsudato  > 

descolamento  do  epitélio  >  extravasamento  de  hemolinfa  >  descamação  do  epitélio  > 
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elevação  do  epitélio  >  inchaço  lamelar  >  edema  >  parasitas  >  congestão/aumento  do 

volume de hemolinfa > atrofia das lamelas secundárias > células necróticas > granuloma 

> fibrose > hiperplasia > fusão de lamelas >  tumor benigno = inclusão fibrilar (Tabela 

3). 

 

   

   
 

Figura 2. Indivíduos expostos aos tratamentos no tempo de 3 dias. A) Organismos do tratamento 
controle  com  necroses  claras  (NE),  ruptura  da  cutícula  (RC)  e  do  epitélio  (RE)  (100x).  B) 
Tratamento MP apresentando alteração em sua arquitetura, com ampla presença de edemas (ED) 
(40x) C) Tratamento MPE com tumor benigno (TB) (400x). D) Indivíduos do tratamento MPT 
com lamelas desestruturadas, apresentando inchaço (IL) ocasionando ruptura das células pilares 
(RCP) (100x). 

 

Aos  7  dias  de  exposição,  o  tratamento  MPT  apresentou  maior  frequência  de 

ocorrência  de  alterações  sendo  também  registrado  exclusivamente  neste  tratamento  a 

ocorrência  de  tumor  benigno  e  maiores  perturbações  circulatórias  (extravasamento/ 

congestão/aumento do volume de hemolinfa – 100%) (Figura 3E). As necroses ainda se 

apresentaram como uma das patologias mais frequentes (100%) em todos os tratamentos 

(Tabela 3), entretanto se mostrando mais evidentes e difusas neste período (Figura 3C e 

F).  Ruptura  e  descolamento  da  cutícula,  assim  como  ruptura  do  epitélio  ainda 

A 

C 

B 

D 
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permaneceram, com uma alta  frequência de ocorrência em  todos os tratamentos assim 

como controle (100%). Infiltração também apresentou alta frequência de ocorrência em 

geral (100%) (Figura 3A).  

As  frequências  de  ocorrência  das  patologias,  também  em  ordem  decrescente  e 

considerando todos os tratamentos neste período, foram: necrose = infiltração = ruptura 

da  cutícula  =  ruptura  epitelial  =  descolamento  de  cutícula  >  descolamento  epitelial  = 

alteração do canal marginal = ruptura das células pilares > extravasamento de hemolinfa 

> congestão/aumento do volume de hemolinfa = elevação do epitélio = descamação do 

epitélio  >  exsudato  >  atrofia  >  parasitas  >  granuloma  >  células  necróticas  >  edema  >  

inchaço lamelar > hiperplasia > inclusão fibrilar > fibrose >  aneurisma = tumor benigno 

(Tabela 3). 
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Figura 3.  Indivíduos  expostos  aos  tratamentos no  tempo  de 7 dias. A) Controle  apresentando 
infiltrações hemocíticas (IH) (40x) B) Tratamento MP apresentando lamelas com edemas (100x); 
C)  e  D)  Extravasamento  (EH),  Aumento  do  volume  (AVH)  e  congestão  de  hemolinfa  (CH) 
(400x), necroses evidentes (NE) tratamento MPE (40x); E) e F) Tratamento MPT extravasamento 
de hemolinfa (EH), infiltração hemocítica (IH) (400x), necroses (NE), Ruptura do epitélio (RE) 
e granulomas (G) (100x). 

   

A B 

C D 

E F 
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Tabela  3.    Frequência  de  ocorrência  das  principais  alterações  (%)  observadas  nas 
brânquias de U. cordatus. 

 

A  partir  da  identificação  das  patologias,  foram  gerados  os  índices 

histopatológicos,  sendo os  resultados  das  análises  estatísticas  da  PERMANOVA  main 

test dos índices histopatológicos apresentados na Tabela 4. 

Tabela 4.  PERMANOVA calculada a partir dos dados dos Índices Histopatológicos. 

Teste Principal  df  MS  PseudoF  P (perm) 

Tempo  1  911,85  8,8369  0,011 

Tratamento  3  841  8,1503  0,001 

Tempo x Tratamento.  3  363,26  3,5204  0,029 
 

Histopatologias  T3  T7 
C  MP  MPE  MPT  C  MP  MPE  MPT 

Extravasamento de 
hemolinfa   83,3  80,0  85,7  83,3  83,3  100,0  83,3  100,0 

Congestão/aumento de 
volume de hemolinfa  100,0  0,0  57,1  0,0  66,7  66,7  83,3  100,0 

Aneurisma  0,0  0,0  0,0  0,0  0,0  0,0  16,7  0,0 
Edema   33,3  60,0  42,9  100,0  50,0  66,7  16,7  33,3 

Fusão de lamelas  0,0  20,0  0,0  0,0  0,0  0,0  0,0  0,0 
Descolamento cutícula  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 
Descolamento epitelial  66,7  100,0  85,7  83,3  100,0  83,3  100,0  100,0 

Elevação do epitélio  83,3  60,0  85,7  66,7  100,0  100,0  33,3  83,3 
Descamação do epitélio  100,0  60,0  71,4  83,3  100,0  66,7  66,7  83,3 

Alteração canal marginal  100,0  80,0  100,0  100,0  100,0  100,0  83,3  100,0 
Ruptura epitelial  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 

Ruptura da cutícula  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 
Inchaço lamelar  50,0  20,0  71,4  100,0  50,0  66,7  16,7  16,7 
Inclusão fibrilar  0,0  0,0  14,3  0,0  33,3  50,0  0,0  16,7 

Fibrose  16,7  0,0  0,0  33,3  0,0  0,0  33,3  50,0 
Ruptura das células 

pilares  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  83,3  100,0  100,0 
Atrofia  33,3  0,0  57,1  33,3  66,7  83,3  66,7  50,0 

Células necróticas  66,7  0,0  42,9  0,0  33,3  16,7  83,3  33,3 
Necrose  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 

Hiperplasia  33,3  0,0  0,0  0,0  0,0  33,3  16,7  66,7 
Esxudato  83,3  80,0  85,7  100,0  66,7  83,3  66,7  83,3 

Granuloma  16,7  20,0  28,6  16,7  50,0  33,3  16,7  66,7 
Infiltração  83,3  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 

Tumor Benigno  0,0  0,0  14,3  0,0  0,0  0,0  0,0  16,7 
Parasita  50,0  20,0  100,0  0,0  66,7  33,3  50,0  33,3 
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A PERMANOVA demonstrou, a partir do teste principal, que os resultados dos 

índices histopatológicos apresentaram  interação entre os  fatores tempo de  exposição e 

tratamento (Tabela 4). Considerando o fator tratamento em cada nível (tempo) temos que 

em  3  dias  de  exposição,  os  indivíduos  expostos  aos  tratamentos  MPE  e  MPT 

apresentaram maiores índices histopatológicos quando comparados àqueles expostos ao 

tratamento  contendo  apenas  microplásticos  virgens,  sendo  que  os  expostos  à  MPT 

também se diferenciaram significativamente dos expostos ao controle, enquanto que os 

expostos ao MPE quase se diferenciam significativamente do tratamento controle, o que 

pode ser observado pelo fato de apresentar valor do índice bem próximo ao do tratamento 

MPT (Figura 4). Após 7 dias de exposição observouse que os indivíduos expostos ao 

tratamento  MPT  apresentaram  maiores  índices  histopatológicos,  se  diferenciando  dos 

demais tratamentos contendo microplásticos, entretanto não se diferenciando do controle 

(Figura 4).  

Considerando as diferenças entre os níveis do fator tempo de exposição (3 dias x 

7  dias)  em  cada  tratamento,  observouse  um  aumento  significativo  nos  índices 

histopatológicos nos tratamentos MP e controle. 

O  PERMDISP  apresentou  heterogeneidade  das  dispersões  das  withingroup 

variances,  entretanto  as  diferenças  apontadas  pela  PERMANOVA  provavelmente 

estejam mais relacionadas à diferença entre as séries de dados, devido à distância entre as 

médias, do que uma heterogeneidade das variâncias (Figura 4). 

 

 

 



 
 

61 
 

 

Figura 4.  Média e desvio padrão dos Índices Histopatológicos nos diferentes tratamentos, após 
3 (barras cinzas claras) e 7 dias (barras cinzas escuras) de exposição. Letras cinzas claras mostram 
comparações  entre as barras cinza clara e as  letras cinzas escuras mostram comparações  entre 
barras cinzas escuras. Letras diferentes  representam diferenças significativas entre  tratamentos 
(p<0,05). Asteriscos representam diferenças significativas entre barras cinzas claras e escuras em 
um mesmo tratamento (p<0,05). 

 

  A  análise  FA/PCA  realizada  a  partir  dos  resultados  das  extensões  médias  das 

patologias (scores (a) médios) por tratamento e tempo de exposição extraiu três fatores 

dos dados originais que explicaram 70,55 % das variâncias (Tabela 5).    

Os  resultados demonstraram que o Fator 1 explicou 35,01% das variâncias dos 

dados originais, e demonstrou que no tempo de 7 dias existem relações entre a extensão 

de extravasamento de hemolinfa, congestão/aumento de volume da hemolinfa, aneurisma, 

necrose, células necróticas e fibrose, sendo que os maiores scores foram observados nos 

tratamentos MPE (Figura 3C e D) e MPT (Figura 3 E e F) (Tabela 6). Outro grupo de 

variáveis que também se relacionaram à F1 (com sinal oposto) foram edemas, alteração 

do canal marginal, ruptura epitelial e ruptura da cutícula e inchaço lamelar apresentando 

relevância nos tratamentos MP e MPT em 3 dias e em MP em 7 dias (Figura 3B).  

  Já o Fator 2, que explica 20,24 % das variâncias dos dados originais, refletiu as 

associações de elevação do epitélio, granuloma, infiltração e tumor benigno. Os maiores 

scores  foram  observados  em  3  dias  no  tratamento  MPE  e  em  7  dias  nos  tratamentos 

controle (Figura 3A) e MPT (Figura 3F).  

Por  fim  o  Fator  3,  que  explicou  cerca  de  15,29%  das  variâncias  dos  dados 

originais, relacionou a este fator a descamação do epitélio e ruptura das células pilares se 
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mostrando especialmente relevantes em todos os tratamentos contendo microplásticos em 

3 dias e no tratamento MPT em 7 dias.   

 

Tabela 5.   Loadings  (após rotação Varimax) da FA/PCA aplicada nos dados originais 
(loadings > 0,7 são apresentados em negrito). As variâncias dos  fatores  principais  são 
dados em porcentagem da variância total nos dados originais das matrizes. 

Alterações 
Fator 1  Fator 2  Fator 3 
35,01%  20,24%  15,29% 

Extravasamento de hemolinfa  0,783051     
Congestão/aumento de volume de 
hemolinfa 

0,951164     

Aneurisma  0,775320     
Edema   0,865120     
Fusão de lamelas    0,764178   
Elevação do epitélio    0,716470   
Descamação do epitélio      0,723672 
Alteração canal marginal  0,750173     
Ruptura epitelial  0,830649     
Ruptura da cutícula  0,924512     
Inchaço lamelar  0,907279     
Inclusão fibrilar       
Fibrose  0,897711     
Ruptura das células pilares      0,747541 
Atrofia das lamelas secundárias       
Células necróticas  0,732616     
Necrose  0,735479     
Hiperplasia       
Esxudato      0,761372 
Granuloma    0,864137   
Infiltração    0,831013   
Tumor Benigno    0,747780   

       Cortes considerados como componentes dos fatores ˃0,70. 
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Tabela  6.    Scores  dos  fatores  estimados  para  cada  tratamento  em  cada  tempo  de 
exposição. 

 

Tratamentos  Fator 1  Fator 2  Fator 3 
3 Dias 

C  0,16344  0,79401  0,362914 
MP  0,76673  1,25139  0,814635 
MPE  0,17607  0,31036  0,681137 
MPT  1,38480  0,18916  0,450487 

7 Dias 
C  0,26189  1,64422  0,090040 
MP  0,27440  0,07608  2,264641 
MPE  1,91882  0,79636  0,158083 
MPT  0,78165  1,15241  0,613255 

 

 

As  análises  dos  dados  histomorfométricos  a  partir  da  PERMANOVA 

multifatorial, demonstraram que os  fatores  tempo e  tratamento apresentaram  interação 

entre  si  (Tabela  7).  Considerando  as  diferenças  entre  os  níveis  do  fator  tempo  de 

exposição (3 dias x 7 dias) em cada tratamento, em 3 dias de exposição o tratamento MPT 

se diferenciou de todos os tratamentos, enquanto o tratamento MPE apresentou diferença 

significativa em relação apenas ao controle. Já em 7 dias de exposição o tratamento MP 

se diferenciou significativamente do controle. 

Ao se analisar quais variáveis mais contribuíram para as diferenças em cada tempo 

de  exposição,  observouse  pelo  SIMPER  que  em  3  dias  o  fator  largura  das  lamelas 

apresentou maior contribuição para as diferenças em relação ao tratamento MPT (Figura 

5 B), com os  indivíduos expostos à esse tratamento apresentando  lamelas  mais  largas. 

Para o tratamento MPE a variável que mais contribuiu para sua diferença significativa 

com o controle  foram os comprimentos das  lamelas  secundárias  (Figura 5 A), com os 

indivíduos expostos ao tratamento MPE apresentando lamelas mais compridas. Já em 7 

dias de exposição, a distância  interlamelar evidenciou diferenças entre o controle e o 

tratamento MP, este último apresentando uma menor distância entre as lamelas (Figura 5 

C).  
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Ao  se  analisar  interação  no  fator  tempo  de  exposição  pôdese observar  que  os 

tratamentos contendo FPCPs apresentaram  influência do tempo de exposição, havendo 

uma redução significativa da largura das lamelas de MPT e do comprimento das lamelas 

secundárias de indivíduos expostos à MPE em 7 dias. 

 
Tabela 7.  PERMANOVA calculada a partir dos dados dos parâmetros histomorfométricos. 

Teste principal  df  MS  PseudoF  P (perm) 

Tempo  1  11,974  5,1368  0,003 

Tratamento  3  4,431  1,9008  0,058 

Tempo x Tratamento  3  9,2663  3,9751  0,001 
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A) 

 
B) 

 
C) 

 
Figura 5.   Média  e desvio padrão dos   dados histomofométricos das  lamelas  secundárias das 
brânquias de  Ucides  cordatus após 3  (barras  cinzas  claras)  e 7 dias  (barras  cinzas  escuras) de 
exposição.. A) Comprimento das lamelas secundárias; B)  Largura das lamelas secundárias; C) 
Distância interlamelar. Letras cinzas claras mostram comparações entre as barras cinza clara e 
as  letras  cinzas  escuras  mostram  comparações  entre  barras  cinzas  escuras.  Letras  diferentes 
representam  diferenças  significativas  entre  tratamentos  (p<0,05).  Asteriscos  representam 
diferenças significativas entre barras cinzas claras e escuras em um mesmo tratamento (p<0,05). 
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4  DISCUSSÃO 
 

A  partir  dos  resultados  do  índice  histopatológico,  foi  possível  observar  que  a 

influência do tempo de exposição aos tratamentos foi significativa, sendo que em curto 

prazo  (3  dias),  organismos  expostos  aos  tratamentos  contendo  MPs  fortificados  com 

FPCPs se encontraram em piores condições de saúde.  

Tal  fato  pode  estar  relacionado  à  dessorção  destes  contaminantes  a  partir  das 

micropartículas plásticas e transferência para as águas dos aquários conforme apresentado 

através das análises químicas sendo detectada a presença e concentração das substâncias. 

Também pode ter ocorrido a assimilação de MPs ainda contendo FPCPs adsorvidos, que 

também foram detectados e quantificados nos microplásticos pelas análises químicas. 

Considerando os FPCPs serem lipofílicos, associado ao fato de brânquias serem o 

primeiro órgão de contato com contaminantes via água, estudos têm apontado este órgão 

como um dos alvos de TCS e EE2 (Escarrone et al., 2016; Ricciardi et al., 2016). Ainda 

de acordo com Webb et al., (2020) as micropartículas de polietileno poderiam propiciar 

um maior acúmulo de triclosan em invertebrados, como mexilhões, o que possivelmente 

pode ter desencadeado as lesões observadas, no presente estudo, neste tecido.  

Em contraposição à uma exposição mais curta, em 7 dias de exposição, somente 

indivíduos  expostos  à  tratamentos  fortificados  com  Triclosan  apresentaram  em  piores 

condições  de  saúde,  apresentando  maior  índice  histopatológico.  Isto  pode  estar 

relacionado à inefetividade de mecanismos de defesa, como a presença de barreiras físicas 

e bioquímicas, contra o bactericida.  

Conforme  relatado,  alterações  significativas  no  metabolismo  das  brânquias  de 

invertebrados  foram  observadas  quando  expostos  à  microplásticos  fortificados  com 

Triclosan, como a ativação e inibição de enzimas responsáveis pela biotransformação de 

xenobióticos e instabilidade da membrana lisossomal (Nobre et al., 2020).  

O  fato  de  o  tratamento  MPE  não  diferir  do  controle  e  MP  neste  tempo  de 

exposição, ainda que se espere que a concentração do contaminante aumente com o tempo 

de exposição, pode estar relacionado ao fato de que conforme os fármacos (como EE2) 

adentram as brânquias via difusão, e vão sendo assimilados pelo organismo, haveria uma 

transferência para o plasma, e posterior distribuição do fármaco para os outros tecidos via 

hemolinfa (Ricciardi et al., 2016). 

 



 
 

67 
 

Neste  estudo,  foi  observado  que  a  resposta  do  índice  histopatológico  do  grupo 

controle foi temporal com os animais piorando sua condição de saúde com o tempo e não 

diferiu do tratamento MPT aos 7 dias de exposição.  Isto pode estar relacionado a presença 

de parasitas. Devido ao período de exposição mais prolongado a presença dos parasitas 

podem  ter  culminado  em  alterações  nos  mecanismos  de  defesa  destes  organismos 

prejudicando a resposta imune nos caranguejos deste tratamento, levando ao grande valor 

do índice histopatológico no tratamento controle.  

Trabalhos  pretéritos  já  relataram  fungos  e  dinoflagelados  como  possíveis 

causadores de infiltração hemocítica, necroses, destruição de lacunas hemais, assim como 

dilatação, compressão e ruptura das lamelas e células pilares nesta espécie de caranguejo 

(Boeger  et  al.,  2007).  Ademais,  apesar  de  o  local  de  coleta  ser  uma  área  de  proteção 

ambiental, estudos têm abordado a questão de que em áreas protegidas a maior quantidade 

de indivíduos, poderia facilitar a transmissão de parasitas (McCallum et al., 2005; Wood 

et al., 2013).  

Patologias  leves à severas nas brânquias de U. cordatus  foram observadas com 

maior frequência de ocorrência nos tratamentos contendo FPCPs em ambos os tempos de 

exposição.  É  consenso  que  a  presença  de  alterações  como  necrose,  ruptura  epitelial, 

descolamento de cutícula, assim como alteração do canal marginal e ruptura das células 

pilares podem ocorrer em organismos expostos a baixos níveis de contaminação ou até 

mesmo em áreas consideradas pristinas (Carvalho Neta et al., 2019; Oliveira et al., 2019; 

Jesus et al., 2020), se mostrando como mecanismos de defesa contra até mesmo variações 

ambientais.  Entretanto,  estes  trabalhos  também  ressaltam  que  essas  lesões  podem 

apresentar  maiores  frequências  em  organismos  expostos  à  ambientes  com  relevante 

contaminação  ambiental,  fragilizando  organismos,  podendo  levar  à  mortalidade  até 

mesmo redução populacional. 

Apesar  dos  índices  histopatológicos  fornecerem  um  valor  numérico,  as 

informações  apresentam  poucos  detalhes  sobre  a  influência  das  patologias  de  maneira 

mais específica, pois são ponderadas as patologias e somadas gerando um valor médio 

final único, enquanto que frequências de ocorrência demonstram informações um pouco 

mais detalhadas, como a distribuição de cada patologia dentro dos grupos amostrais deste 

estudo.  

Complementarmente,  adaptações  no  contexto  da  integração  de  valores  de 

severidade e extensão no resultado de cada patologia também se mostrariam importantes 

ao demonstrar as relações entre alterações à curto e longo prazo dependendo também do 
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tratamento de exposição. Ainda mais considerando que mesmo alterações consideradas 

moderadas  e  leves  de  acordo  com  a  metodologia  de  Bernet  et  al.,  (1999),  como 

hemorragias,  poderiam  desencadear  outras  alterações  mais  severas,  como  necroses,  se 

tornando ainda mais difíceis de serem revertidas (Nascimento et al., 2012).  

A  análise  multivariada  realizada  a  partir  da  extensão  média  e  severidade  de 

ocorrência  das  patologias,  demonstrou  relações  entre  as  respostas  dentro  de  cada 

tratamento em que os indivíduos foram expostos.  

Maiores associações  foram encontradas entre os tratamentos MPE e MPT em 7 

dias  de  exposição  e  processos  inflamatórios  (alterações  circulatórias  relacionadas  a 

processos  necróticos).  Células  necróticas  e  necroses  podem  ser  reflexo  da  inibição 

enzimática, de danos na  integridade da membrana celular e de distúrbios na síntese de 

proteínas e metabolismo de carboidratos (Manahan, 1991).  

No  caso  dos  microplásticos  associados  ao  triclosan,  este  contaminante  poderia 

levar à uma redução significativa da estabilidade das membranas lisossomais (Cortez et 

al.,  2012;  Pusceddu  et  al.,  2018)  em  brânquias  de  invertebrados,  principalmente  em 

exposições  mais  prolongadas,  acarretando  em  processos  de  morte  celular  e 

consequentemente o aumento de danos como o agravamento de necroses (Nobre et al., 

2020), indicando a redução na função celular (Bernet et al., 1999). 

As  necroses  nas  brânquias  poderiam  também  evoluir  para  processos  de 

cicatrização (Poleksic & MitrovicTutundzic et al., 1994) com o surgimento de fibroses. 

Fibroses também já foram observadas em órgãos de organismos expostos à TCS e EE2 

(Xu et al., 2014; Hemalatha et al., 2019; Zang et al., 2019; Jimoh et al., 2021). Grandes 

áreas contendo fibroses, poderiam  levar à perda  funcional do tecido (Jun et al., 2018), 

uma  vez que suas células constituintes, apesar de tornarem o tecido menos vulnerável 

(Poléksic et al., 2010), não apresentam a mesma função que uma célula epitelial, afetando 

a troca gasosa e iônica.   

Processos hemorrágicos e de congestão podem também ser associados a processos 

necróticos,  visto  que  áreas  de  congestão,  aneurisma  e  extravasamento  de  hemolinfa 

poderiam impedir a oxigenação de áreas do tecido (Nascimento et al., 2012), levando à 

morte  celular.  O  aumento  do  volume  de  hemolinfa  também,  pode  estar  relacionada  à 

eventos  recentes de alterações nas  trocas gasosas  (Kotisc et al., 2017).  Tais alterações 

poderiam ainda comprometer a função de troca gasosa,  levando à perda de capacidade 

suporte  pela  ruptura  das  células  pilares,  assim  como  uma  desarranjo  nas  lamelas 

secundárias (Nascimento et al., 2012). 
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Estudos prévios com Danio rerio expostos à condições contendo FPCPs, como o 

EE2 e Triclosan (Chen et al., 2015; Arman et al., 2021) também observaram a presença 

de alterações circulatórias, como a dilatação de vasos sanguíneos, e ressaltaram que tais 

perturbações poderiam portanto prejudicar a  fisiologia dos organismos  (Nascimento et 

al.,  2012),  principalmente  em  cenários  em  que  há  uma  constante  exposição  à 

contaminantes. 

Fortes  associações  também  foram  observadas  entre  as  extensões  de  edemas, 

alteração do canal marginal, ruptura epitelial e ruptura da cutícula e inchaço lamelar nos 

tratamentos contendo microplásticos virgens em ambos os tempos de exposição e MPT 

em 3 dias de exposição.  Song et al., (2021) e Elshaer et al., (2013) de fato, já observaram 

a presença de edemas em peixes expostos à triclosan e aditivos que podem estar presentes 

em microplásticos. A ruptura epitelial e da cutícula também pode ser associada à presença 

destes edemas (Garcia et al., 2007).   

A  cutícula  apresenta  importante  papel  nas  trocas  gasosas  e  iônicas  em 

caranguejos, possuindo permeabilidade seletiva, o que permite que reduza a perda de sal, 

logo  o  comprometimento  de  sua  integridade,  poderia  também  afetar  o  processo  de 

osmorregulação (Freire et al., 2008). O inchaço das  lamelas nestes organismos poderia 

ainda levar à perda funcional das brânquias caso não haja uma redução na concentração 

de exposição, levando à eventos de anóxia (Tamse et al., 1995; Negro, 2015). 

Ademais  a  cutícula  que  recobre  o  canal  marginal  nesta  espécie  é  mais  rígida, 

prevenindo  o  colapso  durante  a  exposição  ao  ar,  sem  afetar  a  troca  gasosa  (Martinez 

Gomes et al., 1999). Logo a ruptura da cutícula nesta região também poderia prejudicar 

de certa maneira a ocupação do ambiente terrestre por esta espécie. Alterações no canal 

marginal, como dilatação, pode ser resultado da ruptura de células pilares, podendo levar 

à formação de aneurismas (Hassaninezhad et al., 2014). A alterações no canal marginal 

também podem afetar a integridade do espaço interlamelar (Martinez Gomez et al., 1999). 

Edemas, muito embora representem alterações leves, conforme apontado por Bernet et 

al., 1999, em quadros avançados o epitélio respiratório se separa inteiramente das lamelas 

primárias  e  secundárias,  ocorrendo  necroses,  podendo  até  mesmo  levar  à  morte 

(Strzyzewska et al., 2016). 

A  extensão  de  tais  patologias  podem  ter  levado  à  alterações  morfológicas 

significativas  nas  lamelas  branquiais,  conforme  corroborado  pelas  análises 

histomorfométricas.  Estas  análises  indicaram  um  aumento  na  largura  das  lamelas  dos 

animais de MPT durante os 3 dias de exposição e também em MP aos 7 dias de exposição, 
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fato  que  pode  ser  resultado  da  redução  significativa  na  distância  entre  as  lamelas, 

possivelmente pela presença ainda expressiva de edemas.  

Tal resultado corrobora com o observado por Barja Fernández et al., (2013) que 

também relataram relevante diminuição do espaço interlamelar nas brânquias de peixes 

expostos  à  BDE47,  um  aditivo  que  pode  ser  utilizado  durante  a  fabricação  de 

microplásticos. Alterações na morfometria das brânquias podem interferir nos processos 

de oxigenação (Nero et al., 2006), visto que há um aumento da barreira que impede que 

a água permeie, afetando a saúde do organismo. 

Nos tratamentos MPE em 3 dias de exposição, assim como controle e MPT em 7 

dias, ainda foi observada a associação entre elevação do epitélio, granuloma, infiltração 

e  tumor  benigno.  Hemalatha  et  al.,  (2019)  e  Schwaiger  et  al.,  (2004)  observaram 

levantamento epitelial relacionado à exposição de peixes à triclosan e fármacos.  

Esta  alteração,  juntamente  com  o  aumento  significativo  do  comprimento  das 

lamelas  em  MPE,  pode  ser  explicada  como  uma  das  barreiras  físicas  ativadas  em 

organismos aquáticos com a finalidade de aumentar a distância entre as células, buscando 

impedir que o agente agressor adentre o sistema circulatório e possa causar efeitos nos 

organismos (Arman et al., 2021), muito embora, apesar de representarem um mecanismo 

de defesa, também poderia afetar a troca gasosa devido ao aumento da distância entre as 

células (Elshaer et al., 2013). 

   Infiltrações hemocíticas e granulomas também são caracterizados como  linhas 

de  defesa  em  crustáceos,  visto  que  hemócitos,  constituintes  e  responsáveis  por  esses 

processos apresentam papel na fagocitose e também no encapsulamento de contaminantes 

e  patógenos  (Boeger  et  al.,  2007;  Mahajaran  et  al.,  2015).  Muito  embora  infiltrações 

hemocíticas  sejam  consideradas  benéficas  como  mecanismo  de  defesa,  extensas  áreas 

com alta densidade de hemócitos poderiam comprimir regiões adjacentes e até mesmo 

espaço no qual a água circula em brânquias de  invertebrados,  interferindo em  funções 

intrínsecas ao tecido (Lee et al., 2001). O acúmulo de células de defesa poderiam também 

alterar o  fluxo de hemolinfa, dificultando a oxigenação e ocasionando necroses nestas 

regiões (Elgendy et al., 2015). 

Inclusive  a  presença  de  triclosan  poderia  agravar  processos  inflamatórios  já 

existentes, até mesmo tumores (Alfhili & Lee et al., 2019), e a presença de estrógenos 

como 17 β estradiol, em determinadas espécies de organismos aquáticos, poderiam alterar 

a imunidade inata (Maciuszek et al., 2020), a principal resposta imune em caranguejos, 

levando e possível declínio na saúde dos organismos.  
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Os  animais  dos  tratamentos  contendo  microplásticos  associados  com  FPCPs 

apresentaram  a  relação  entre  tumores  benignos,  presença  de  fibrose  e  a  presença  de 

granulomas. Acreditase que possa ter ocorrido um processo de cicatrização, havendo a 

proliferação de tecido fibroso em grande parte do órgão, o que o caracterizou como tumor 

benigno (fibroma). Doenças neoplásicas como esta poderiam entretanto evoluir e causar 

mortalidade em espécies de invertebrados (Costa et al., 2013). 

  Outras variáveis associadas à MP em 3 dias de exposição e MPE em 7 dias foram 

a fusão de lamelas. Tal alteração se mostraria também como uma estratégia adaptativa à 

exposição  dos  contaminantes  (Nascimento  et  al.,  2012),  entretanto  poderia  também 

diminuir a área disponível para trocas gasosas, aumentando a distância para que a água 

realiza a troca com a hemolinfa (Elshaer et al., 2013). Karbalalei et al., (2021) observaram 

a presença de fusão de lamela em peixes expostos à microplásticos. 

 A presença de maiores extensões de exsudato no tratamento controle em 3 dias de 

exposição  pode  estar  relacionado  também  a  presença  de  patógenos.  Exsudatos  são 

caracterizados como a presença de  fluídos que extravasam  de vasos de hemolinfa, por 

lesão ou inflamação (Bernet et al., 1999), sendo característico de uma inflamação aguda, 

ou seja, apresentam uma curta duração.  

Sherwood et al., (2012) reforçam que a presença de patógenos poderiam levar à 

processos exudativos em organismos aquáticos. Ademais, a associação desta patologia à 

microplásticos  virgens  em  7  dias  de  exposição  pode  estar  relacionada  ao  aumento  da 

permeabilidade  das  paredes  dos  vasos  de  hemolinfa,  permitindo  a  saída  deste  fluído, 

devido à abrasão das micropartículas. Este processo de exsudação pode levar ao excesso 

de acúmulo de fluídos, caracterizando edemas inflamatórios que poderia vir a influenciar 

e  reduzir os espaços para trocas gasosas  (Santos et  al., 2021)  sendo que esta alteração 

também reflete perturbações na pressão osmótica. 

Por fim a relação entre ruptura de células pilares e descamação foi observada em 

todos os tratamentos contendo microplásticos em 3 dias de exposição. Micropartículas de 

polietileno  virgem  estiveram  associados  às  alterações  na  arquitetura  e  estrutura  nas 

brânquias de peixes (Karami et al., 2016), como extensa descamação. Barja Fernandez 

et al., 2013 também observaram descamação do epitélio em peixes expostos à aditivo de 

microplásticos.  
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Apesar de células pilares estarem relacionadas à principalmente à sustentação do 

tecido das lamelas (Rebelo et al., 2000; Jesus et al., 2020), sua ruptura poderia levar ao 

surgimento de necroses (Martinez et al., 1999). Ademais, poderia haver uma redução da 

espessura nos vasos de hemolinfa, reduzindo a concentração de oxigênio e acúmulo de 

gás  carbônico  (Negro  et  al.,  2015),  podendo  estar  relacionado  à  processos  de  necrose 

(Rebelo, 2000). Em MPT, além da ruptura das células pilares, também foi observada a 

presença extensa de descamação,  sendo que podem  também  ter  levado à exposição de 

vasos e auxiliado no agravamento de necroses. 

Os  resultados  deste  estudo  demonstram  que  o  uso  de  análises  histológicas  em 

brânquias de caranguejos da espécie U. cordatus permitiram a observação de alterações 

morfológicas quando expostos à ambientes contendo microplástico e FPCPs, sendo que 

o grau das patologias demonstrou relação também com o tempo ao qual os organismos 

ficaram expostos, assim como o tratamento, permitindo observar que indivíduos expostos 

à TCS e EE2 são significativamente afetados em 3 dias de exposição e somente aqueles 

expostos à TCS são mais afetados em 7 dias de exposição, demonstrando que a o processo 

de  carreamento  o  processo  de  carreamento  de  outros  contaminantes  induziram  danos 

histológicos mais relevantes. 

De  maneira  geral,  o  agravamento  de  tais  patologias  poderiam  comprometer 

significativamente  a  saúde  geral  dos organismos,  sendo  que  ao  serem  prejudicadas  as 

brânquias,  haveria  um  comprometimento  do  sistema  osmorregulatório,  dificultando  a 

adaptação e sobrevivência em ambientes eurialinos, podendo atingir níveis populacionais, 

desta espécie que já se encontra caracterizada como uma espécie protegida.  

Além disso a análise multivariada FA/PCA foi efetiva, demonstrando que tratamentos 

contendo  FPCPs  apresentaram  fortes  associações  com  alterações  mais  severas  e 

irreversíveis como necroses.  
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5  CONCLUSÕES 
 

  Tanto  microplásticos  virgens  e  principalmente,  aqueles  fortificados  com  FPCPs 

podem  ocasionar  efeitos  adversos  e  agravar  consideravelmente  as  patologias  nas 

brânquias de U. cordatus, sendo este agravamento influenciado pelo tempo. 

 

  Através da análise integrada das patologias, foi demonstrando que podem ser efetivos 

os efeitos relacionados à contaminação por microplásticos e FPCPs.  

 
  Este  trabalho  ressalta  a  aplicabilidade  de  estudos  histopatológicos  em  brânquias, 

ainda mais considerado as patologias de forma discriminadas, como órgão alvo do 

efeito  de  microplásticos  atuando  como  carreadores  de  FPCPs  colaborando  com 

estudos  já  realizados  abrangendo  análises  em  um  menor  nível  de  organização 

biológica. 
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 CONCLUSÕES GERAIS 
 

A  partir  dos  resultados  obtidos  neste  estudo  pôdese  demonstrar  que  tanto 

microplásticos virgens, como atuando como carreadores de FPCPs, podem causar efeitos 

adversos em diferentes níveis de organização biológica em caranguejo U. cordatus. As 

análises químicas demonstraram que microplásticos podem liberar 17α etinilestradiol e 

triclosan  para  ambientes  aquáticos,  assim  como  ainda  reter  considerável  quantidade 

adsorvida pelo prazo de uma semana.  

A partir da análise de biomarcadores na hemolinfa foi possível observar que o tempo 

de  exposição  dos  organismos  aos  tratamentos  se  mostrou  como  um  importante  fator 

relacionado aos efeitos observados, com FPCPs  já apresentando efeitos em um  menor 

período, enquanto com um maior tempo de exposição os efeitos foram acentuados com a 

presença de microplásticos. Sendo assim, a hemolinfa se mostrou como uma técnica que 

pode ser aplicada em trabalhos de monitoramento desta espécie ameaçada, resguardando 

questões éticas e de bemestar animal. 

Considerando as brânquias como principal órgão de contato com contaminantes em 

meio  aquático  e  responsável  por  processo  de  respiração  e  osmorregulação  destes 

organismos, por onde microplásticos virgens e contaminados poderiam ser assimilados e 

até mesmo transportados para a hemolinfa. Os resultados obtidos no presente trabalho, 

indicaram efeitos nas brânquias de indivíduos expostos principalmente à microplásticos 

contaminados com FPCPs.  

O tempo de exposição é determinante quanto as alterações e gravidade das patologias, 

bem como há associação com TCS. Logo, análises histológicas se mostram como uma 

importante  ferramenta  para  avaliação  de  efeitos  adversos  associados  a  presença  de 

contaminantes e microplástico. 

Por fim, o presente trabalho demonstra a importância da utilização de biomarcadores 

em  diferentes  níveis  de  organização  biológica  a  fim  de  investigar  respostas  mais 

responsivas  e  que  melhor  demonstrem  possíveis  mecanismos  de  ação  em  cenários  de 

poluição por FPCPs e microplásticos. 
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