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RESUMO 

   

Os microplásticos estão se tornando os contaminantes mais comuns em todos os ambientes 
aquáticos, ocasionando efeitos ecotoxicológicos e por vezes deletérios em organismos 
aquáticos. Do mesmo modo, o herbicida glifosato vem sendo amplamente utilizado no combate 
às ervas daninhas que crescem em torno das produções agrícolas. É sabido que ambos os 
contaminantes podem estar disponíveis no ambiente aquático e podem se associar causando 
efeitos combinados. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos subletais da associação de 
micropartículas plásticas de polietileno e glifosato, em brânquias de tilápia (Oreochromis 
niloticus), utilizando diferentes biomarcadores de toxicidade. O bioensaio de toxicidade foi 
realizado de modo agudo (96 h), no qual os animais foram aleatoriamente divididos em quatro 
grupos (n=10), sendo um controle (GC), um com 5 mg L-1 de microplástico de polietileno 
(GMP); outro com 5 mg L-1 de glifosato (GG) e um com ambos contaminantes associados (GA), 
nas mesmas concentrações dos grupos isolados. Após exposição, foi coletado amostra de 
sangue, via punção caudal, para biomarcadores fisiológicos e, em seguida, os animais foram 
eutanasiados, para remoção das brânquias. Sub-amostras de brânquias foram utilizadas para os 
biomarcadores histopatológicos, enzimáticos e osmorregulatórios.  Houve um aumento da 
hemoglobina corpuscular média no GA em relação ao controle e ao GPM, evidenciando um 
estresse fisiológico que indica hipercromia. Em GMP houve trombocitose, sugerindo um 
processo inflamatório. Tais processos podem estar relacionados às alterações histopatológicas 
encontradas em brânquias, das quais demonstram alterações circulatórias no GG, hipertrofia e 
proliferação de células ricas em mitocôndrias (CRMs) no GG e GA, além de rupturas epiteliais 
em todos os grupos expostos. Tais achados fisiopatológicos não comprometeram o 
funcionamento do órgão, entretanto, os biomarcadores osmorregulatórios demonstraram que 
houve um desequilíbrio osmo-iônico, no qual foi ajustado pelo animal com a proliferação de 
CRMs ao final de 96 h de exposição. As concentrações subletais deste estudo, facilmente 
presentes no ambiente aquático, não são letais aos peixes, entretanto, indicam indução de 
estresse e necessidade de ajustes fisiológicos para que os organismos estejam em homeostasia. 
As brânquias de O. niloticus são sensíveis às alterações ambientais e respondem, de modo 
integrado, aos efeitos combinados de múltiplos xenobióticos no ecossistema.    
 

Palavras chave: Histopatologia; Ecotoxicidade; Morfofisiologia; Teleósteo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Microplastics are becoming the most common contaminants in all aquatic environments, 
causing ecotoxicological and sometimes deleterious effects on aquatic organisms. Likewise, the 
herbicide glyphosate has been widely used to combat weeds that grow around agricultural 
production. It is known that both contaminants can be available in the aquatic environment and 
can associate causing combined effects. The aim of this work was to evaluate the sublethal 
effects of the association of plastic microparticles of polyethylene and glyphosate on tilapia 
(Oreochromis niloticus) gills, using different toxicity biomarkers. The bioassay was performed 
acutely (96 h), in which the animals were randomly divided into aquariums, with a control (CG) 
and the others containing 5 mg L-1 of polyethylene microplastic (MPG); 5 mg L-1 of glyphosate 
(GG) and one with both associated contaminants (AG), at the same concentrations as the 
isolated groups. After exposure, a blood sample was collected via caudal puncture, for 
physiological biomarkers and then the animals were euthanized to remove the gills. Gill 
samples were used for histopathological, enzymatic and osmoregulatory biomarkers. There was 
an increase in mean corpuscular hemoglobin in AG compared to control and MPG, evidencing 
a physiological stress that indicates hyperchromia. In MPG there was thrombocytosis, 
suggesting an inflammatory process. Such processes may be related to the histopathological 
alterations found in gills, which demonstrate circulatory alterations in the GG, hypertrophy and 
proliferation of mitochondria-rich cells (MRCs) in the GG and AG, in addition to epithelial 
ruptures in all exposed groups. Such pathophysiological findings did not compromise the 
functioning of the organ, however, the osmoregulatory biomarkers showed that there was an 
osmo-ionic imbalance, which was adjusted by the animal with the proliferation of MRCs at the 
end of 96 h of exposure. The sublethal concentrations of this study, easily present in the aquatic 
environment, are not lethal to fish, however, they indicate stress induction and the need for 
physiological adjustments so that the organisms are in homeostasis. The gills of O. niloticus are 
sensitive to environmental changes and respond, in an integrated way, to the combined effects 
of multiple xenobiotics in the ecosystem. 

 

Keywords: Histopathology; Ecotoxicity; Morphophysiology; Teleost. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Contaminação dos ecossistemas aquáticos 

 

A contaminação ambiental é um problema inerente vivenciado e comprovado em vários 

países, desde os mais industrializados até os países em desenvolvimento (PERES et al., 2001). 

Tal problema é mais notório no ecossistema aquático por se tratar de um ambiente 

consideravelmente suscetível à poluição, sendo muitas vezes destino final do despejo de 

diversos resíduos e poluentes, decorrentes da atividade antrópica (DERRAIK et al., 2002). A 

contaminação aquática ocorre principalmente pelo processo e uso/descarte de agentes tóxicos 

e processos como escoamento artificial, lixiviação ou deriva pelo ar (AKERBLOM, 2004). 

Um dos problemas ambientais e preocupações da qualidade da água mais relatados é o 

crescimento do uso indiscriminado de pesticidas para atender a demanda da produção de 

alimentos (BONOMO et al., 2021). Os pesticidas são divididos em diferentes classes, dentre as 

quais é sabido que os herbicidas e inseticidas são os mais utilizados, uma vez que, herbicidas 

são efetivos e uma poderosa ferramenta econômica no gerenciamento da produtividade agrícola 

(TANG et al., 2018). Entretanto, estes compostos geralmente são associados a causar e 

potencializar efeitos adversos em organismos aquáticos e na saúde humana (KNISS, 2017).  

Adicionados a isso, muito tem se falado sobre “contaminantes emergentes”, no qual são 

direcionados aos produtos tóxicos que não são removidos ou totalmente eliminados pelos 

processos de tratamento de água que abastecem o consumo humano. Tanto os herbicidas, 

fármacos, produtos de higiene pessoal, entre outros, estão incluídos neste conceito, no entanto, 

frente a identificação de muitos compostos emergentes que desencadeiam riscos ao ambiente e 

à saúde humana, os polímeros plásticos sintéticos levantam uma preocupação na razão 

produção/descarte massivo. Esses compostos são altamente persistentes na natureza, uma vez 

que possui degradação lenta e acumulação rápida (BARNES et al. 2009; THOMPSON et al. 

2009; SEDLAK, 2017).  

Devido ao seu descarte inadequado, os materiais plásticos têm se tornado onipresente 

em todos os ecossistemas do planeta e se mostrado um grande problema, no que se refere a 

contaminação do ambiente aquático atualmente (ANDRADY; NEAL, 2009; ANDRADY, 

2011; HAMMER et al., 2012; PlasticsEurope, 2015). No meio aquático, os plásticos absorvem 

a radiação ultravioleta (UV) da luz solar com reações fotolíticas, foto-oxidativas e termo-

oxidativas que resultam na quebra de ligações químicas e na subsequente formação de novos 

grupos funcionais (SHAH et al., 2008; ANDRADY, 2011). Estes plásticos degradados sob 
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condições ambientais são fragmentados em partículas de dimensões menores, com dimensões 

inferiores a 5 mm, são comumente designadas por microplásticos (MP) (ARTHUR et al., 2009; 

ANDRADY, 2011). 

Diversos estudos têm demonstrado que os MP podem causar efeitos diretos quando 

ingeridos, como por exemplo, a transferência de partículas para níveis superiores da cadeia 

trófica (WRIGHT et al., 2013). A ingestão de MP pode, ainda, expor os organismos aquáticos 

a outros aditivos químicos, podendo levar a efeitos sinérgicos adversos (KOELMANS et al., 

2014; NA et al., 2021), como por exemplo, a capacidade de MP de polietileno adsorver 

agrotóxicos prolongando significativamente as meias-vidas de degradação desses pesticidas na 

água (WANG et al., 2020). Estudos demonstraram que MP juntamente com outros 

contaminantes podem ser ingeridos e acumulados em organismos aquáticos (WATTS et al., 

2014; COLE; GALLOWAY, 2015) e invertebrados terrestres (WARDROP et al., 2016; 

HODSON et al., 2017; NELMS et al., 2017). 

A maioria destes estudos tem focados em efeitos dos MP como vetor de poluentes 

orgânicos persistentes (BAKIR et al., 2014; MATO et al., 2001; NA et al., 2021). Entretanto, 

os efeitos combinados de poluentes na saúde, desenvolvimento e crescimentos de organismos 

aquáticos não são amplamente relatados e, dessa forma, não podem ser ignorados. 

 

1.1.1 Microplásticos 

 

Os MP (Figura 1) são um contaminante amplamente estudado e comprovadamente 

danoso para muitos seres vivos, e tem sido alvo de muitos estudos ecotoxicológicos acerca dos 

seus efeitos na biota aquática (COLLINGNON et al., 2012; THIEL et al., 2018).  Devido sua 

grande capacidade de persistência e dispersão no ambiente aquático, os MP apresentam grande 

ameaça a biodiversidade aquática, uma vez que podem ser ingeridos por invertebrados da base 

da teia trófica marinha e consequentemente ser transferidos para níveis tróficos superiores 

(SETÄLÄ, et al, 2014).  

A ingestão de MP pode gerar efeitos diretos e subletais, como, por exemplo, a redução 

da eficiência reprodutiva, o comprometimento da capacidade de alimentação, lacerações, 

ulcerações, danos intestinais (LAIST, 1997; DERRAIK, 2002; MOORE, 2008; GREGORY, 

2009; LEI, 2017) e a possível exposição a poluentes adsorvidos na superfície de partículas 

plásticas (TANAKA et al., 2013; CHUA et al., 2014; LAVERS et al., 2014; LAVERS; BOND, 

2016). 
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Figura 1. Microplásticos comuns em ambientes aquáticos. 

 
Fonte: LIM (2021) 

 

Os microplásticos podem influenciar potencialmente a toxicidade de outros 

contaminantes no ambiente aquático. Outra possibilidade é que poluentes com alta afinidade 

pela superfície dos MP possam se acumular nessas partículas e se dispersar por longas 

distâncias (TEUTEN et al., 2009). A exposição combinada de pireno e microplásticos, por 

exemplo, reduz significativamente a atividade da isocitrato desidrogenase, sugerindo uma 

interação toxicológica da mistura nos mecanismos que levam à inibição enzimática 

(OLIVEIRA et al, 2013). Portanto, os microplásticos podem ter um efeito negativo direto, mas 

também podem modificar potencialmente a toxicidade e a biodisponibilidade dos poluentes, os 

quais indicam que os microplásticos têm potencial para alterar a toxicidade de herbicidas como 

o glifosato (ZOCCHI; SOMMARUGA, 2019). 

Estudos demonstraram que a presença de microplásticos pode prolongar 

significativamente as meias-vidas de degradação de pesticidas na água, causando efeitos 

adversos em brânquias de peixes (WANG et al., 2020; KARBALAEI et al., 2021). A interação 

com metais pesados causa efeitos combinados mais severos do que os contaminantes sozinhos 

(RODA et al., 2020), além de causar maior toxicidade e de aumentar sua bioconcentração na 

biota (NA et al., 2021).  

Os efeitos combinados do MP com glifosato demonstraram toxicidade para Daphnia 

magna (ZOCCHI; SOMMARUGA, 2019), entretanto, os efeitos para vertebrados como os 

peixes, permanecem não relatados. 
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1.1.2 Glifosato 

 

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) (Figura 2), pesticida da classe dos herbicidas, trata-

se de um produto não-seletivo, sistêmico e pós-emergente o qual apresenta elevada eficiência 

na eliminação de ervas daninhas (GONÇALVES et al., 2019). É um herbicida que possui uma 

meia-vida de 7 a 142 dias na água e 76 a 240 no solo, possui elevada solubilidade em água 

(10.000–15.700 mg L−1 a 25°C), facilitando sua dissolução e dispersão em um ambiente 

aquático (ANNETT et al., 2014; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY 

INFORMATION, 2022). Importante ressaltar que, com a implementação dos transgênicos, 

resistentes a herbicidas, o glifosato tornou-se produto imprescindível à agricultura, tendo seu 

consumo aumentado significativamente (CUNHA, 2005). Além disso, na região da Amazônia 

Legal, por exemplo, o herbicida vem sendo utilizado no combate às ervas daninhas que crescem 

em torno dos tanques de piscicultura (PORTO, 2005).  

 
Figura 2.  Estrutura do glifosato 

  
Fonte: National Center for Biotechnology Information (2022). 

 

O mecanismo de ação do glifosato em plantas é bastante singular, pelo fato de ser o único 

herbicida capaz de inibir especificamente a enzima 5–enolpiruvil–chiquimato–3–fosfato- 

sintase (EPSPs), a qual é responsável por catalisar a condensação do ácido chiquímico e do 

fosfato piruvato, evitando assim, a síntese de três aminoácidos essenciais – triptofano, 

fenilalanina e tirosina (JAWORSKI, 1972; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004). Essa enzima 

não existe na maioria dos animais, como os peixes, sendo assim, é considerada de baixa 

toxicidade para esses animais (FAO/WHO, 1986). Entretanto, estudos já demonstraram efeitos 

potencialmente negativos dessa categoria de herbicida em peixes, como alterações hepáticas, 

cerebrais e musculares, devido as alterações na atividade da acetilcolinesterase (MODESTO; 



15 
 

MARTINEZ, 2010), alterações histopatológicas branquiais e em fígado (BRAZ-MOTA et al., 

2015), e estresse oxidativo (TEIXEIRA et al., 2018). 

É sabido que, a presença de glifosato com surfactantes pode causar toxicidade em 

organismos aquáticos (RAMÍREZ et al., 2009; RONDÓN-BARRAGÁN et al., 2012). Além 

deste tipo de interação, a exposição combinada de glifosato com antibióticos, pode promover o 

crescimento de cianobactérias tóxicas e induzindo uma toxicidade indireta (XU et al., 2021). A 

interação de glifosato e MP podem estar ligados às diferentes propriedades de sorção de 

formulações químicas à base de glifosato (ZOCCHI; SOMMARUGA, 2019). 

 

1.2 O uso de peixes como bioindicadores do ambiente 

 

Os peixes são excelentes bioindicadores do ecossistema aquático por serem organismos 

pertencentes ao topo da cadeia trófica desses ambientes e possuírem intrínseca relação com os 

demais organismos. Esses organismos são sensíveis às alterações nesse ambiente indicando 

respostas de efeitos agudos e crônicos, acumulativos e persistentes no nível de cadeia; refletindo 

na qualidade da água e na saúde dos próprios indivíduos (LINS et al., 2010; PAULINO, 2011; 

LIMA et al., 2018).   

O uso de peixes em estudos ecotoxicológicos não se restringe apenas na avaliação do 

número e abundância de espécies nos ecossistemas, mas permite uma análise mais detalhada da 

condição de saúde de cada espécie, utilizando biomarcadores (PAULINO, 2011). Os peixes 

respondem as mudanças nos mais diversos níveis estruturais, desde fatores celulares, 

morfofisiológicos, bioquímicos, genéticos até variações nos padrões comportamentais (LINS 

et al., 2010; LIMA et al., 2018).  

A tilápia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758) (Figura 3), é originária da 

África e do Oriente Médio, atualmente é considerada um dos peixes mais produzidos e 

comercializados internacionalmente, e sua ampla distribuição geográfica pelo mundo deve-se 

principalmente a seus diversos habitats ecológicos (McANDREW et al., 2016; FAO, 2019). 

São encontradas naturalmente em uma extensa variedade de ecossistemas tropicais e 

subtropicais, trata-se de uma espécie com elevada taxa de crescimento em diversos métodos de 

produção, tem hábito alimentar onívoro, mas com boa conversão alimentar, capacidade de 

reprodução em cativeiro e é de grande interesse para o mercado consumidor (RODRIGUES et 

al., 2015). 

A espécie Oreochromis niloticus é uma espécie bastante econômica e ecologicamente 

importante para os ecossistemas aquáticos dulcícolas (BIGINAGWA et al., 2016). Alguns 
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trabalhos de biomonitoramento ambiental tem utilizado a tilápia-do-Nilo como bioindicadora 

da qualidade do ecossistema e em estudos em laboratório, nos quais se demonstram um 

importante bioindicador de toxicidade (GADAGBUI et al., 1996; ALMEIDA et al., 2002; 

FIGUEIREDO-FERNADES et al., 2006). Alguns estudos têm utilizado O. niloticus em estudos 

com MP, envolvendo toxicidade via ingestão (BIGINAGWA et al., 2016), acumulação e 

alterações teciduais (DING et al., 2020; ZHANG et al., 2022). 

 
Figura 3. A espécie Oreochromis niloticus, a tilápia-do-Nilo. Barra de escala = 1 cm. 

  
Fonte: Autor 

 

Partindo desse princípio, as brânquias que exercem papel fundamental para a 

sobrevivência e adaptação de peixes, sendo principal sítio de trocas gasosas e responsável pela 

regulação osmo-iônica e homeostase, tem demonstrado ser um ótimo bioindicador da qualidade 

da água e amplamente utilizado em estudos ecotoxicológicos da saúde desses animais 

(MACHADO, 1999; EVANS et al., 2005).  

 

1.2.1 Brânquias como bioindicadoras da saúde animal e ambiental 

 

A brânquia dos peixes é um órgão sofisticado e delicado, responsável por desempenhar 

múltiplas funções fisiológicas, tais como osmorregulação, regulação ácido-base e excreção de 

nitrogênio, além de realizar as trocas gasosas. A interrupção de qualquer uma dessas funções 

pode ser fatal ao organismo (SU et al. 2019).  

Morfologicamente, as brânquias dos peixes são formadas por quatro arcos branquiais 

dispostos lateralmente na cavidade orofaríngea. Em cada arco, existem filamentos branquiais 

dotados de lamelas transversais responsáveis pelas trocas gasosas (Figura 4). A circulação 
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branquial consiste em um circuito arterial-venoso que consiste em um fluxo de modo 

contracorrente com o fluxo da água entre elas (EVANS et al., 2005).  

 
Figura 4. Estrutura branquial de teleósteos. 

  
Fonte: MOYES; SCHULTE (2010) 

 

O epitélio das brânquias é a área de interação entre fluido extracelular e ambiente, isto é, 

possui uma vasta área de contato com o meio externo, favorecendo as trocas gasosas e 

confirmando-se como um órgão bioindicador extremamente eficiente à saúde animal e 

ambiental por estar em contato diretamente com o ambiente externo e desempenhar funções 

vitais para o organismo (EVANS et al., 2005; LINS et al., 2010; PAULINO, 2011). 

As células que constituem o epitélio do filamento e lamelas são denominadas células 

indiferenciadas, células neuroepiteliais, células ricas em mitocôndrias (CRMs), células 

mucosas e células pavimentosas (MORON et al., 2009) (Figura 5). As células pavimentosas 

recobrem o epitélio branquial, formando uma fina camada nas lamelas, que são estruturadas 

pelas células pilares, as quais são responsáveis pela formação de espaços por onde o sangue flui 

entre a lamela nas trocas gasosas. As células mucosas são localizadas nas bordas do filamento 

e produzem mucosubstâncias que protegem o epitélio de substâncias abrasivas, poluentes e 

patógenos (MORON et al., 2009). As CRMs estão presentes na base do epitélio do filamento e 
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são as principais células de absorção ativa dos íons sódio, cloreto e cálcio em peixes de água 

doce. Sua presença nas lamelas consiste de algumas condições ambientais do ecossistema 

(EVANS et al., 2005). 
 

Figura 5. Morfologia celular das lamelas e filamento de teleósteos. CPi = células pilares; Ci = células 
indiferenciadas; CPV = células pavimentosas; CC = células-cloreto; SVC = seio venoso central; F= filamento; L 

= lamela. Barra de escala: 20 μm. 

 
Fonte: Paulino, M.G. (2011) 

 

Um biomarcador pode ser uma alteração bioquímica, fisiológica ou morfológica em 

resposta ao contato de um organismo com um agente estressor ou o efeito do mesmo 

(MELANCON, 1995; PAULINO, 2011). Esses biomarcadores são excelentes ferramentas para 

monitorar a saúde dos ecossistemas aquáticos e vêm sendo utilizados em estudos 

ecotoxicológicos e monitoramento ambiental de diversos. Apresentam boa sensibilidade frente 

aos contaminantes auxiliando rapidamente na identificação dos mecanismos básicos da relação 

causal entre o estressor e seus efeitos (BAINY, 1993; ADAMS, 2002). 

A utilização de biomarcadores bioquímicos em avaliações de risco ecológico de 

ecossistemas aquáticos e na determinação dos efeitos causados por xenobióticos é bastante 
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ampla, conferindo algumas vantagens, pois comumente são os primeiros a serem detectados. 

São muito sensíveis, apresentam alta especificidade, são de baixo custo e fornecem informações 

do efeito metabólico causado pelos xenobióticos, como os pesticidas (AMORIN, 2003; 

PAULINO, 2011). Sua utilização tem se difundido devido ao seu potencial como sistemas 

rápidos de alerta precoce para efeitos prejudiciais ao organismo e em níveis mais elevados (WU 

et al. 2014; UÇAR et al. 2020). 

Alterações morfológicas no tecido branquial podem afetar direta ou indiretamente 

funções essenciais ao organismo, como trocas gasosas e o equilíbrio osmo-iônico, e representar 

estratégias adaptativas e/ou compensatórias frente as demais mudanças na qualidade da água 

(LAURENT; PERRY, 1991; PAULINO, 2011), tendo em vista a exposição de grandes áreas 

desse tecido ao ambiente e todos os demais contaminantes nele presente, as brânquias são um 

excelente biomarcador da saúde de peixes frente à exposição a contaminantes  (MACHADO, 

1999).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A preocupação recente acerca dessas partículas na biota aquática e a constatação desse 

problema ambiental, geram questionamentos sobre as consequências disso para os seres desse 

habitat. Diante disso, diariamente surgem novas perguntas no que refere aos possíveis efeitos 

que esse contaminante causa nos diferentes níveis tróficos, e como essas partículas 

microscópicas podem interagir ou adentrar no organismo desses seres. 

Considerando o predito e o fato de que ainda os efeitos toxicológicos dos MP em 

organismos de água doce são escassos, inicialmente foram abordados neste estudo a toxicidade 

de MP e a escassez de trabalhos que trazem dados sobre sua toxicidade em associação a outros 

contaminantes. Dessa forma, sabido que em todos os ambientes aquáticos são encontrando MP, 

associado ao risco dos agrotóxicos lixiviados, o estudo focou em elucidar o comprometimento 

morfofuncional em brânquias dos peixes e alterações que afetam a saúde dos animais e 

potencialmente seus consumidores. 

A presença de múltiplos compostos no meio ambiente aquático pode comprometer a 

função osmorregulatória e saúde dos peixes, levando a alterações nos órgãos como brânquias e 

à mortalidade. Entretanto, ainda é escasso informações que relatem os efeitos combinados de 

MP e glifosato em águas doce. Muitos estudos utilizam os princípios ativos brutos, entretanto, 

produtos formulados comerciais são ainda menos estudados. Ainda, este estudo corroborou em 

elucidar ao máximo os impactos dos MP e herbicida que são encontrados em águas no Brasil e 

seus efeitos sobre a biota. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos de concentrações subletais de microplásticos de polietileno e glifosato, 

isolados e associados, em brânquias de tilápia (Oreochromis niloticus) utilizando diferentes 

biomarcadores de toxicidade. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar o comprometimento morfofuncional nas brânquias de Oreochromis niloticus 

expostos à MP, Glifosato e combinados, através de análises fisiológicas e histopatológicas. 

2. Avaliar os efeitos na osmorregulação e no equilíbrio iônico de Oreochromis niloticus 

expostos a concentrações subletais de microplásticos, do glifosato e da associação dos dois 

contaminantes por 96 horas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Juvenis de tilápia (Oreochromis niloticus, n= 40; 15,75 ± 0,3 cm; 68,39 ± 3,2 g) foram 

adquiridos no Laboratório de Morfofisiologia e Bioquímica de Peixes Neotropicais situado no 

campus da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia (EMVZ), da Universidade Federal do 

Tocantins, em Araguaína e, em seguida, transportados até o Laboratório de Morfofisiologia 

Animal Comparada – LaMAC, campus CIMBA, onde os animais foram aclimatados por um 

período de 30 dias em tanques com capacidade de 500 litros com aeração artificial constante, 

temperatura ± 25 °C, pH 6,5, fotoperíodo natural e alimentação com ração balanceada (40% 

proteína) uma vez ao dia. 

 

4.2 Contaminantes 

 

O herbicida utilizado neste estudo foi a formulação comercial do ROUNDUP WG®, o 

qual tem como princípio ativo o glifosato (Sal de Amônio de Glifosato 792,5 g/kg -720 g/kg 

equivalente ácido), registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

sob o nº 2094.  

O microplástico utilizado foram microesferas de polietileno (100% polietileno), menores 

que 1 mm, utilizadas na fabricação de produtos de higiene pessoal, adquiridos comercialmente. 

 

4.3 Delineamento Experimental 

 

No Laboratório de Morfofisiologia Animal Comparada (LaMAC) os peixes foram 

divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=10), sendo um livre dos contaminantes (GC-

controle), um grupo exposto ao microplástico (GMP; 5 mg L-1), outro grupo exposto ao 

glifosato (GG; 5 mg L-1), e um grupo exposto a associação de ambos (GA; microplástico 5 mg 

L-1 e herbicida 5 mg L-). As concentrações individuais e combinadas basearam-se em 

concentrações frequentemente encontradas em ecossistemas aquáticos e consideradas não letais 

para O. niloticus.  

Os animais foram expostos em aquários de 150 L de modo agudo, por 96 horas. Em 

seguida, os animais foram anestesiados (benzocaína 0,1 g L-1) para coleta de amostras de sangue 

(0,5 mL), obtidas via punção caudal com seringas heparinizadas para obtenção de plasma 
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sanguíneo para análise hematológica, genotóxica e da osmolalidade e concentração iônica 

plasmática. Após biometria, ocorreu a eutanásia por secção medular para obtenção das 

brânquias. Sub-amostras deste tecido foram congeladas imediatamente (-80°C) para análises 

dos biomarcadores bioquímicos e fisiológicos e, outras sub-amostras, foram fixadas em solução 

de Glutaraldeído 2,5% (GTA 2,5%; em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,3) para análises 

de biomarcadores morfológicos.  

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética animal local CEUA-UFT, n° 

23.101.002.470/2020-17. 

 

4.4 Parâmetros hematológicos 

 

Ainda no LaMAC microcapilares com sangue foram confeccionados segundo a 

metodologia de Goldenfarb et al. (1971) para a determinação do hematócrito (Hct). Após 

centrifugação (12000 g, 3 min), a porcentagem de eritrócitos foi obtida através de um cartão 

padrão de leitura para Hct. O número de eritrócitos (RBC) foi determinado em solução de 

formol citrato e analisados em câmara de Neubauer utilizando microscópio óptico (em aumento 

de 400x) e expresso em 106 células mm³. A hemoglobina (Hb; g dL-1) foi determinada segundo 

Collier (1994) com diluição de sangue em solução de Drabkin. A densidade foi mensurada a 

540 nm em espectrofotômetro. Os índices hematimétricos (volume corpuscular médio – VCM; 

hemoglobina corpuscular média – HCM e concentração de hemoglobina corpuscular média – 

CHCM) foram determinados a partir das variáveis hematológicas. 

 Extensões sanguíneas foram confeccionadas, secas em temperatura ambiente, fixadas e 

coradas utilizando um kit Panótico Rápido (Lio Serum, Laborclin). As análises de contagem 

diferencial de leucócitos, número total de leucócitos e trombócitos foram calculados a partir do 

número total de eritrócitos (3000 células sanguíneas), segundo a metodologia proposta por 

Tavares-Dias et al. (2002).  

 

4.5 Teste do Micronúcleo e Aberrações Nucleares Eritrocitárias 

 

O teste de micronúcleo (MN) e ocorrências de alterações nucleares eritrocitárias (ANEs) 

foi feito de acordo com proposto por Hoofman e Haat (1982) e Carrasco et al. (1990) com 

modificações (CAVALCANTI et al., 2008). Extensões sanguíneas foram fixadas em metanol 

100% e coradas com Giemsa (5%). As análises foram feitas no LaMAC (UFNT) em 

microscópio óptico, com magnificação em 1000x, com contagem realizada em 3000 eritrócitos. 
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4.6 Histopatologia de brânquias 

 

As amostras de brânquias fixadas foram utilizadas para análises histopatológicas baseada 

na metodologia de Paulino et al. (2020). As amostras foram desidratadas em series crescentes 

em etanol e embebidas em resina histológica (Leica®). Secções dos tecidos foram preparadas 

em 3 µm e corados com azul de toluidina. Cinco secções foram analisadas utilizando 5 campos 

aleatórios na amostra, totalizando 25 campos.  

A classificação do índice de alteração individual de lesão (Ialt) foi baseada em um escore 

numérico (Sc) que relaciona a frequência de aparição da alteração, e um fator de importância 

(Fi), o qual indica severidade da lesão no órgão (Ialt = Sc x Fi). O índice que indica o 

comprometimento do órgão (Iorg) foi baseado na somatória dos Ialt e expresso como média do 

grupo (Iorg = ƩIalt). 

 

4.7 Determinação da osmolalidade total e concentrações iônicas plasmática 

 

A osmolalidade plasmática total foi realizada na Universidade Federal de São Carlos em 

um microsmômetro (μOSMETTE PRECISION SYSTEM) que tem como base o ponto de 

congelamento, e expressada em mOsmol Kg-1.  

As concentrações dos íons Na+ e K+ foram determinadas em fotômetro de chama 

(DIGMED DM-61) (UFSCAR). A concentração de íons Cl- foi determinada utilizando um kit 

comercial (LABTEST®) com absorbância de 490 nm, em uma leitora de microplaca. As 

concentrações de íons plasmáticos foram expressas em mEq L-1. 

 

4.8 Proteína total 

 

O teor da proteína total (mg proteína-1 mL-1), do fígado, músculo e plasma, para as todas 

as análises bioquímicas foi determinado segundo o método de Bradford utilizando coomassie 

brilliant blue G-250 (BRADFORD, 1976) na UFSCAR, adaptado para leitura em microplaca 

(Dynex Technologies Ltd., MRXTC, UK), conforme descrito por Kruger (1994) e utilizando a 

albumina bovina (1 mg mL-1) como padrão. A absorbância das amostras foi medida a 595 nm. 
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4.9 Atividade da Na+/H+-ATPase (NKA) e H+-ATPase (HA) branquial 

 

A determinação da atividade da NKA (μmol ATP mg proteína-1 h-1) e da HA (U mg h-1 

proteína-1) em brânquias foram realizadas na UFSCAR, seguindo método de Gibbs e Somero 

(1989), com adaptações de Kultz e Somero (1995) e Gonzáles et al. (2005). Os filamentos 

branquiais foram homogeneizados individualmente em tampão SEID 0,5% (Sacarose – 

150mM; Imidazol – 50mM; EDTA – 10mM; desoxicolato de sódio 1%) e centrifugados a 3200 

RPM por 7 minutos a 4°C. Os ensaios são baseados na desfosforilação do ATP para a oxidação 

do NADH, sendo a atividade da NKA determinada na fração sensível a ouabaína, enquanto a 

fração sensível a N-Etilmaleimida (NEM) foi utilizada para avaliar a atividade da HA, sendo 

assim a atividade foi determinada pela taxa total em relação à taxa específica de inibidor 

específico à enzima (ouabaína para NKA e NEM para HA).  

De forma sucinta, cada poço da microplaca continha 5 μl de amostra homogeneizada de 

brânquia e 200 μl de tampão de reação (30mM – imidazol; 45mM – NaCl; 15mM – KCl; 3mM 

– MgCl2*6H2O; 0,4 – KCN; 1mM – ATP; 0,2mM – NADH; 3 U/mL – PK; 2 U/mL – LDH; 

0,1mM – Frutose; 2mM – PEP) sozinho ou com 2 mM de ouabaína ou 10 mM de NEM. As 

leituras foram realizadas a 340 nm, em triplicata, a cada 1 min durante 10 min em leitor de 

microplaca SpectraMax M5 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA).  A concentração de 

proteína do homogeneizado foi determinada usando reagente de Bradford (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA) e albumina proveniente de soro bovino (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) 

como padrão, com medições feitas em 595 nm. 

 

4.10 Atividade da anidrase carbônica branquial 

 

Amostras dos filamentos branquiais foram homogeneizadas em tampão (Manitol – 

225mM; Sacarose – 75mM; Trifosfato – 10mM; pH – 7,4) e centrifugadas a 10.000g a 4°C. A 

atividade branquial da AC foi realizada na UFSCAR, e determinada segundo protocolo descrito 

por Vitale et al. (1999). A atividade da anidrase carbônica foi determinada pela adição de 7,5 

mL de meio de reação em 0,05 mL de homogeneizado de tecido e 1 mL de água destilada 

saturada com CO2 a 2,5°C. A variação de pH foi medida no decorrer de 20 segundos utilizando 

um medidor de pH (3510 Jenway, UK). A atividade enzimática foi determinada pela razão entre 

os declives de regressões lineares das reações não-catalisadas e catalisadas, sendo expressa em 

U mg de proteína-1. 
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4.11 Determinação da densidade de células ricas em mitocôndrias em brânquias 

 

Amostras de brânquias foram fixadas em Glutaraldeído (GTA) 2,5% em tampão fosfato 

0,1M, pH7,4. Em seguida, foram desidratadas em bateria crescente de etanol (50-100%) na 

EMVZ e incluídas em historesina Leica® na UFSCAR. Secções histológicas de 3 μm foram 

realizadas e posteriormente coradas com azul de toluidina. A determinação da CRMs foi 

realizada seguindo método de Costa et al. (2017). Brevemente, no LaMAC (UFNT) foi utilizado 

5 secções por animal em 5 lamelas consecutivas e respectiva regiões interlamelares, por secção, 

totalizando 125 lamelas. Toda análise foi realizada utilizando método cego ao observador. 

 

4.12 Análise estatística 

 

Os resultados estão apresentados como média ± erro-padrão da média. Após submetidos 

ao teste de normalidade (D’Agostino & Pearson), as diferenças entre os animais expostos em 

relação aos animais controle foram detectadas por análise de variância (ANOVA) one-way, 

seguida pelo pós-teste de Bonferroni, utilizando software GraphPad Prism 5.0.  

Diferenças estatisticamente significantes foram consideradas quando P < 0,05 em relação 

ao grupo controle. 
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5. RESULTADOS 

 

Nenhum animal morreu durante os experimentos. Os resultados dos parâmetros 

hematológicos (Tabela 1), demonstram que houve aumento de 28 % do HCM no grupo expostos 

aos contaminantes associados e aumento de 42 % no grupo GA em relação ao grupo GMP. Nos 

parâmetros leucocitários foi observado um aumento no número total de trombócitos no grupo 

GMP.  

 
Tabela 1. Parâmetros hematológicos de Oreochromis niloticus após exposição aguda de 96 horas a microesferas 

de polietileno, glifosato, e associação de ambos. Média ± erro-padrão (P<0,05). (*) significa diferença entre o 
grupo tratado e controle. (#) Significa diferença entre o grupo isolado GMP e combinado 

Parâmetros Hematológicos 
 GC GMP GG GA 
Parâmetros eritrocitários     
HCT (%) 24,7 ± 1,9 27,9 ± 2,1 26,0 ± 1,9 26,7 ± 1,5 
Hb (g dL-1) 7,7 ± 0,5 7,6 ± 0,3 6,5 ± 0,5 8,7 ± 0,7 
RBC (104 células mm3) 189,6 ± 17,9 210,2 ± 12,2 162,1 ± 13,6 169,1 ± 10,2 
VCM (µm3) 131,6 ± 9,6 130,8 ± 9,0 159,6 ± 11,2 175,3 ± 15,3 
HCM (pg célula-1) 42,7 ± 2,5 38,4 ± 1,2 38,3 ± 1,7 54,9 ± 4,9*# 
CHCM (g dL-1) 33,2 ± 1,9 30,0 ± 1,5 26,1 ± 1,4 29,1 ± 3,0 
Parâmetros leucocitários     
Leucócitos totais (103) 4,1 ± 0,9 3,8 ± 0,5 2,6 ± 0,2 2,1 ± 0,3 
Trombócitos totais (103) 0,7 ± 0,1 2,1 ± 0,2* 1,0 ± 0,2 1,7 ± 0,2 
Linfócitos (%) 56,6 ± 2,6 51,7 ± 2,1 56,9 ± 2,5 61,2 ± 2,5 
Monócitos (%) 4,0 ± 0,8 8,5 ± 1,7 7,7 ± 1,4 4,0 ± 0,7 
Neutrófilos (%) 39,2 ± 2,4 40,9 ± 1,4 35,3 ± 2,1 34,9 ± 2,2 
LG-PAS (%) 0 0,1 ± 0,07 0,05 ± 0,05 0,1 ± 0,06 
Eosinófilos (%) 0 0 0 0 
Basófilos (%) 0 0 0 0 

GC = Grupo controle; GMP = Grupo microplástico; GG = Grupo glifosato; GA = Grupo associado. 

 

Não houve alterações nos biomarcadores genotóxicos (Tabela 2), como também não 

foram observados presença de MN e as ANEs não demonstraram diferenças na frequência de 

núcleos alterados em relação ao controle e demais grupos tratados.  
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Tabela 2. Frequência de micronúcleo e alterações nucleares eritrocitárias de Oreochromis niloticus após 
exposição aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, glifosato, e associação de ambos. Média ± erro-

padrão (P<0,05). 
Biomarcadores Genotóxicos 

 GC GMP GG GA 
Micronúcleo (%) 0 0 0 0 
Núcleo lobulado (%) 0,1 ± 0,04 0,1 ± 0,06 0,1 ± 0,07 0,2 ± 0,03 
Núcleo binucleado (%) 0,005 ± 0,005 0,008 ± 0,005 0,008 ± 0,005 0,02 ± 0,005 
Núcleo vacuolado (%) 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,02 0,02 ± 0,01 0,04 ± 0,02 
Núcleo indentado (%) 0,4 ± 0,2 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,07 0,2 ± 0,1 
Núcleo reniforme (%) 0,06 ± 0,05 0,07 ± 0,03 0,03 ± 0,01 0,07 ± 0,04 
Núcleo segmentado (%) 0,01 ± 0,01 0,004 ± 0,003 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,007 

GC = Grupo controle; GMP = Grupo microplástico; GG = Grupo glifosato; GA = Grupo associado. 

 

Nas análises histopatológicas foram observadas alterações nas patologias individuais 

em braquias de O. niloticus (Figura 6). Os valores médios do Ialt estão representados na Tabela 

3.  

 
Tabela 3 – Frequência de alterações histopatológicas individual (Ialt) identificadas no tecido branquial 

Oreochromis niloticus após exposição aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, glifosato, e associação de 
ambos. Média ± erro-padrão (P<0,05). (*) significa diferença entre o grupo tratado e controle. 

Índice de Alteração Individual das Brânquias - Ialt 
 GC GMP GG GA 

Atrofia celular 0,0 ± 0,0 0,3 ± 0,3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
Alteração estrutural de células pilares  2,8 ± 0,6 3,1 ± 0,5 1,9 ± 0,4 3,0 ± 0,5 
Alterações circulatórias  2,5 ± 0,4 1,8 ± 0,4 1,0 ± 0,2* 1,5 ± 0,3 
Hipertrofia do epitélio lamelar 1,3 ± 0,5 1,8 ± 0,5 1,9 ± 0,3 2,0 ± 0,2 
Descolamento epitelial e edemas 3,5 ± 0,2 3,1 ± 0,4 2,5 ± 0,4 3,1 ± 0,3 
Fusão parcial das lamelas 0,8 ± 0,2 0,8 ± 0,3 0,1 ± 0,1 0,7 ± 0,2 
Fusão total de lamelas 0,7 ± 0,4 1,0 ± 0,7 0,5 ± 0,3 0,3 ± 0,3 
Hiperplasia do epitélio 1,0 ± 0,7 1,3 ± 0,7 1,0 ± 0,4 1,3 ± 0,7 
Alterações em células ricas mitocôndrias 0,5 ± 0,2 1,7 ± 0,6 2,0 ± 0,4* 2,1 ± 0,4* 
Alterações em células mucosas 2,3 ± 0,4 2,8 ± 0,6 1,2 ± 0,4 2,0 ± 0,2 
Ruptura do epitélio 0,7 ± 0,4 3,0 ± 0,7* 5,0 ± 0,9* 3,7 ± 1,2* 

GC = Grupo controle; GMP = Grupo microplástico; GG = Grupo glifosato; GA = Grupo associado. 
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Figura 6. Histopatologia branquial de Oreochromis niloticus exposto a microplástico, glifosato e associação de 
ambos. (A) Representação do epitélio branquial normal; (B) Alterações circulatórias; setas indicam hiperemia 

nas lamelas. (C) Aumento de número e hipertrofia de células ricas em mitocôndrias (setas). (D) as setas indicam 
rupturas do epitélio lamelar. Coloração: Azul de toluidina. Barra de escala = 20 µm. Objetiva de 40x. 

 
Fonte: autor 

 

Houve diminuição de alterações circulatórias no grupo GG, as CRMs aumentaram em GG e 

GA em relação ao controle e houve aumento de ruptura epitelial em todos os grupos tratados. 

O comprometimento morfofuncional do órgão, representado pelo Iorg, demonstra que não houve 

alterações que comprometam o bom funcionamento das brânquias frente às exposições (Figura 

7). 
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Figura 7. Índice de comprometimento morfofuncional das brânquias (Iorg) de Oreochromis niloticus após 
exposição aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, glifosato, e associação de ambos. Média ± erro-

padrão (P<0,05). GC=Grupo controle; GMP=Grupo microplástico; GG=Grupo glifosato e GA=Grupo 
microplástico + glifosato. Dados apresentados em média ± erro padrão (P<0,005). 

 
Fonte: autor 

Não houve alteração na concentração dos íons sódio, potássio e cloreto plasmático nos 

grupos expostos (Tabela 4). 

 
Tabela 4. Concentração de íons plasmáticos (Na+, K+ e Cl-) e osmolalidade de Oreochromis niloticus após 
exposição aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, glifosato, e associação de ambos. Média ± erro-

padrão (P<0,05). 
Concentração da osmolalidade e íons plasmáticos 

Variáveis GC GMP GG GA 
Na+ (mEq L-1) 185,8 ± 11,5 188,7 ± 11,6 191,1 ± 6,0 171,0 ± 12,1 
K+ (mEq L-1) 3,58 ± 0,28  3,72 ± 0,26 4,21 ± 0,35 4,04 ± 0,34 
Cl- (mEq L-1) 122,6 ± 2,6 138,4 ± 6,7 127,9 ± 4,3 129,0 ± 5,2 
Osmolalidade (mOsmol Kg-1) 266,2 ± 8,6 284,0 ± 2,9 275,0 ± 7,1 245,8 ± 16,1 

GC = Grupo controle; GMP = Grupo microplástico; GG = Grupo glifosato; GA = Grupo associado. 

 

As atividades das enzimas NKA (Figura 8A), HA (Figura 8B) e AC (Figura 8C) 

mantiveram-se inalteradas em todos os grupos tratados. 
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Figura 8. Atividade da Na+/K+- ATPase (A) e H+-ATPase (B) branquial, e Anidrase carbônica (C) de 
Oreochromis niloticus exposto a microplástico, glifosato e associação de ambos. GC=Grupo controle; 

GMP=Grupo microplástico; GG=Grupo glifosato e GA=Grupo microplástico + glifosato. Dados apresentados 
em média ± erro padrão (P<0,005). 

 
Fonte: autor 

 

A morfologia dos filamentos branquiais de O. niloticus são similares aos demais 

teleósteos e a distribuição e localização das CRMs são primariamente localizadas nas regiões 

interlamelares (Figura 9A). Após a exposição, houve alteração na densidade de CRMs 

branquiais, em todos os grupos tratados (Figura 9 B-D).  

No grupo GMP houve aumento de 793,0 % de CRM na lamela em relação ao controle, 

enquanto no grupo GG, o aumento foi de 688,4 % na lamela. Entre o GMP e GA, houve uma 

diminuição de 72 % (Figura 10A). Não houve diferença na densidade de CMRs na região do 

filamento (Figura 10B). 
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Figura 9. Densidade de células ricas em mitocôndrias branquiais em Oreochromis niloticus após exposição 
aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, glifosato, e associação de ambos. (A) Grupo controle; (B) 

Grupo microplástico; (C) Grupo glifosato e (D) Grupo microplástico + glifosato. Coloração: Azul de toluidina. 
Barra de escala = 20 µm. Objetiva de 40x. 

 

 
Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

Figura 10. Determinação da densidade de células ricas em mitocôndrias branquiais nas lamelas (A) e nos 
filamentos (B) em Oreochromis niloticus após exposição aguda de 96 horas a microesferas de polietileno, 
glifosato, e associação de ambos. GC=Grupo controle; GMP=Grupo microplástico; GG=Grupo glifosato e 
GA=Grupo microplástico + glifosato. Dados apresentados em média ± erro padrão (P<0,005). (*) significa 

diferença estatística entre os grupos tratados e controle. (#) significa diferença entre o GMP e GA. 

 
Fonte: autor 
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6. DISCUSSÃO 

 

Embora a concentração de MP possa ser muito distinta nos meios aquáticos, é sabido 

que, em decorrência do alto índice de descarte e consumo, o Brasil ainda não atende a Política 

Nacional de Resíduos Sólidos (artigo 47 da Lei N° 12.305) (BRASIL, 2010), a qual menciona 

sobre o descarte adequado de detritos plásticos. Já as contaminações aquáticas de químicos 

individuais proveniente de agricultura, como herbicidas, são relatadas por diversos autores, que 

sua presença nos corpos hídricos é em pequenas concentrações (FARGASOVÁ, 1994; WONG, 

2000). Mesmo em baixas concentrações, a presença de xenobióticos na água pode afetar os 

sistemas fisiológicos dos animais e comprometer sua capacidade de desenvolvimento. Os 

parâmetros hematológicos são biomarcadores sensíveis para exposições ambientais, tanto que, 

se mantidas as mesmas condições fisiológicas e ambientais, seguem um padrão para a espécie 

e fornece informações importantes sobre o estado de saúde dos peixes (BOSSART; DIERAUF, 

2001).  

Após a exposição ao MP, Glifosato e Associados, o eritrograma apontou um estresse 

fisiológico no GA, que indicou uma hipercromia, quando observado o HCM como parâmetros 

hematimétricos. O aumento do HCM poderia ser induzido pela ação da adrenalina, hormônio 

do estresse, que favorece uma troca de H+ por Na+ e aumento dos íons sódio e cloreto 

intracelular, que poderia levar um aumento de VCM e consequente lise celular (TAVARES-

DIAS; MORAES, 2004). Pôde ser observado um ligeiro aumento nos valores de VCM no GA, 

que caracteriza a entrada de água nos eritrócitos. Um aumento do HCM foi previamente 

registrado por Hamed et al. (2019) para tilápia exposta a MP por 15 dias, nas concentrações de 

1, 10 e 100 mg L-1, indicando que as partículas plásticas no ambiente induzem alterações 

fisiológicas rápidas. De um modo geral, a serie vermelha do sangue pode ser interpretada como 

uma resposta compensatória para a capacidade de carrear oxigênio e manter a difusão de gases 

para os tecidos (LI et al., 2011), que é um problema enfrentado aos animais com aumento da 

demanda metabólica frente a situações de estresse fisiológico.  

Ainda na análise eritrocitária, foi observado que não houve presença de MN ou indução 

de ANEs nas células de O. niloticus, em quaisquer grupos de exposição. Apesar do teste de MN 

ser um dos melhores indicadores de citogenotoxicidade em células vermelhas de peixes 

(CARMO, 2015), danos no DNA poderia estar ocorrendo, uma vez que os ácidos nucleicos são 

frágeis e sensíveis às alterações celulares. Roda et al. (2020) expos Prochilodus lineatus a 

microesferas de polietileno (20 μg L-1) e ao cobre (10 μg L-1) isolados e em mistura por 24h e 
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96h, e da mesma forma, não observaram ANEs, porém, com o ensaio cometa, os autores 

verificaram dano no DNA em outros tecidos, como o hepático e branquial. 

Além disso, a toxicidade de MPs pode alterar o sistema imunológico com impacto na 

saúde e defesa animal (ESPINOSA et al., 2017). Nos peixes, os leucócitos são produzidos e 

armazenados no tecido renal, exceto os linfócitos, que sofrem maturação no timo (CARLSON; 

ZELIKOFF, 2008). Neste estudo, o número total de leucócitos não foi alterado, assim como 

suas concentrações individuais de células leucocitárias, entretanto, os animais expostos ao MP 

isolado apresentou um aumento no número de trombócitos totais após a exposição. A contagem 

de trombócitos são bons biomarcadores de xenobióticos no ambiente pois evidenciam possíveis 

danos nos processos relacionados a hemostasia dos animais (TAVARES DIAS; MORAES, 

2004), assim como danos e processos inflamatórios teciduais.  

A função dos trombócitos nos peixes tem similaridade com às plaquetas nos mamíferos, 

em relação à regulação da coagulação. Além disso, tem evidencias que os trombócitos estão 

relacionados à defesa físicas dos organismos, e por possuírem substâncias envolvidas na 

atividade fagocitária celulares (SHIOGIRI et al., 2015). As brânquias dos peixes são altamente 

irrigadas pelo sangue e consequentemente uma importante via de entrada de contaminantes para 

o sistema sanguíneo. Quaisquer alterações neste tecido, é rapidamente refletido ao sistema do 

organismo via circulação.  

Frente à contaminantes, as brânquias podem apresentar alterações morfológicas e 

consequentemente alterar as suas funções, como por exemplo, patologias que influenciam em 

outras funções metabólicas, bioquímicas e homeostasia fisiológica do organismo (SCHLENK 

et al., 2008). Especificamente em brânquias, as alterações histopatológicas podem refletir o 

grau e o tempo de exposição aos contaminantes e suas alterações funcionais (FERNANDES; 

MAZON, 2003). A análise histopatológica de O. niloticus, neste estudo, demonstrou que houve 

alteração circulatória em GG, no qual foi diminuído o fluxo sanguíneo lamelar, caracterizando 

um ajuste a uma possível diminuição de entrada de contaminantes pelo epitélio. Alguns estudos 

demonstram que alterações circulatórias são comuns em peixes expostos ao MP (KARAMI et 

al., 2016; LU et al., 2018; WANG et al., 2019; HU et al., 2020; YANG et al., 2020; HAMED 

et al., 2021). Foi evidente em todos os grupos, ruptura epitelial, que induzem perda da 

homeostasia circulatória, sugerindo a presença de processo inflamatório e indução de 

proliferação de trombócitos circulantes.  

O tecido epitelial apresenta uma certa fragilidade aos contaminantes por estar 

diretamente expostos ao meio ambiente, e muitas vezes as estruturas são capazes de compensar 

agressões físicas (HARPER; WOLF, 2009). Apesar destas alterações diminuírem a 
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possibilidade de contaminantes adentrar o sistema sanguíneo via brânquias, elas 

consequentemente atrapalham as trocas gasosas por induzirem vasodilatação/constrição e 

proliferação celular acessórias (LAURENT; PERRY, 1991). Além das dificuldades 

respiratórias, pode haver problemas com os ajustes de trocas iônicas e equilíbrio ácido-base 

(GOSS et al., 1992). Neste estudo, o que pôde ser observado foi uma hipertrofia de CRM e 

aumento do número na porção lamelar. A hipertrofia de CRM foi observada nos peixes expostos 

com presença de GG, sugerindo que o contaminante exige maior gasto metabólico do 

organismo para a manutenção de osmorregulação. Schmieg et al. (2020), observaram que CRM 

hipertrofiadas estavam presentes nas brânquias de truta marrom (Salmo trutta f. fario) após 

exposição ao MP. 

Apesar da exposição aos contaminantes não ter afetado a integridade morfofuncional do 

órgão, na presença dos contaminantes, danos mais severos poderiam ocorrer a médio-longo 

prazo de exposição. Ao observar os resultados dos biomarcadores osmorregulatórios, foi 

possível verificar o ajuste da homeostasia osmo-ionica dos peixes. Após 96 h de exposição, as 

concentrações plasmáticas dos principais íons, osmolaridade total foi mantida, assim como seus 

agentes regulatórios: enzimas NKA, H+ATPase e AC. Entretanto, ocorreu aumento da 

densidade de CRMs nas lamelas, dando a entender que durante a primeira metade do tempo de 

exposição, possivelmente houve alterações iônicas e osmorregulatórias, mas o aumento da 

produção de células cloreto no período de 96 horas pode ter tido papel crucial nos ajustes 

fisiológicos responsáveis por amenizar os efeitos nocivos dos contaminantes nos íons 

plasmáticos e nas atividades enzimáticas após o período de exposição. 

Em um estudo utilizando caranguejos como modelo experimental (Carcinus maenas) 

expostos a poliestireno, Watts et al. (2016) observaram mudanças transitórias na regulação de 

íons que retornaram aos níveis normais dentro do período de tempo agudo das exposições (1, 

16 e 24horas). Roda et al. (2020) verificaram que em P. lineatus (curimbatá) expostos a MP em 

associação com metal pesado, as concentrações plasmáticas de K+ e Cl- permaneceram as 

mesmas após 96 horas de exposição, porém, menores valores de Na+ foram observados em 

todos os grupos tratados após 24 horas e somente no grupo associado após 96 horas, e os níveis 

de Ca2+ apresentaram alteração no período de 24 horas enquanto após 96 horas não houve 

alterações. Diante disso, é possível que no presente estudo, durante o período inicial de 

exposição, possa ter ocorrido alterações nos íons plasmáticos, mas que ao final das 96 horas o 

organismo tenha sido capaz de ajustar os níveis osmo-iônicos. Roda et al. (2020) não relataram 

alterações na NKA, HA e CA nos animais tratados após 96 horas, assim como a exposição. 
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Dessa forma, como visto no presente estudo houve o aumento da Hemoglobina 

Corpuscular Média, dentre outras alterações morfológicas, como hipertrofia e aumento da 

densidade de CRMs nas lamelas. As quais apresentam ligação entre si, visto que através do 

aumento do número de CRMs na porção lamelar, há o aumento da barreira água-sangue e como 

consequência possa haver o aumento de cortisol, o que pode vir a ocasionar o aumento do HCM. 
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7. CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, a exposição de O. niloticus às concentrações individuais ao MP, 

glifosato e associação de ambos contaminantes, por 96 horas em brânquias, permitiu as 

seguintes conclusões: 

 

1. O MP e o glifosato, mesmo em baixas concentrações, podem induzir estresse 

fisiológico e alteração do funcionamento normal das brânquias de tilápias-do-Nilo 

como demonstrado após as exposições.  

 

2. Os biomarcadores fisiológicos, bioquímicos e morfológicos empregados na 

avaliação de toxicidade permitiu verificar indução de toxicidade e a capacidade de 

ajustes morfofisiológicos pela espécie O. niloticus. 

 
3.  As análises histopatológicas demonstraram alterações individuais em brânquias 

induzidas pelos contaminantes, entretanto, são alterações não progressivas com 

possibilidades de ajustes fisiológicos. 

 
4. Não houve o comprometimento da função branquial associado às patologias 

individuais em O. niloticus.  

 
5. O estresse fisiológico induziu problemas osmorregulatórios nos peixes nas primeiras 

horas de exposição evidenciando um aumento do número de CRM e hipertrofia 

celular. 

 
6. Em 96 horas não houve desregulação osmo-iônica, evidenciada pelos biomarcadores 

bioquímicos e morfológicos.  

 
7. A exposição aguda às concentrações ambientais de contaminantes isolados e 

combinados, não comprometem a multifunção branquial de O. niloticus, entretanto, 

os ajustes observados podem afetar a saúde do peixe quando em exposições mais 

prolongadas.  
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