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RESUMO

Fujiwara, Gabriel Hiroshi. Ecotoxicidade de Microplasticos de Polietileno e Nanoparticulas de Didxido

de Titanio isolados e conjugados nas branquias e figados de girinos de Aquarana catesbeiana (Shaw,

1802). 2025. Dissertagdo de Mestrado em Nome do Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia e

Monitoramento Ambiental) — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2025.

Atualmente, de acordo com a Segunda Avaliagdo Global dos Anfibios, a degradagdo do habitat
¢ reconhecida como uma das principais causas do declinio populacional dos anfibios, sendo a
polui¢ao um dos principais fatores contribuintes para essa perda. Entre os poluentes emergentes
que t€ém ganhado destaque — tanto por sua relevancia econdmica quanto por seus potenciais
impactos ambientais — estdo os microplasticos € os nanomateriais. Embora os efeitos
individuais desses poluentes sobre os anfibios ja tenham sido estudados, ainda existem lacunas
significativas no conhecimento sobre as respostas combinadas desencadeadas por diferentes
classes de microplasticos e nanoparticulas. Diante da urgéncia em compreender essa dindmica
ecotoxicologica, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as respostas de biomarcadores
de estresse oxidativo, atividades enzimaticas antioxidantes ¢ de desintoxicacdo nos figados e
brinquias de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) expostos a microplasticos de
polietileno (PE-MPs) (60 mg/L) e nanoparticulas de dioxido de titdnio (TiO2-NPs) (10 pg/L),
isolados e combinados, apds 15 dias de exposicao. As analises laboratoriais demonstraram que
a coexposicao aos microplasticos e as nanoparticulas induziu maior resposta em ambos 0s
orgdos. Nas branquias, a mistura desses compostos resultou em um aumento da atividade da
superoxido dismutase (SOD), enquanto os grupos tratados individualmente com PE-MPs ou
Ti02-NPs ndo apresentaram alteragdes significativas nos niveis enzimaticos ou nos indicadores
de estresse oxidativo. No figado, a coexposi¢ao induziu aumento da atividade da glutationa S-
transferase (GST) e dos niveis de lipoperoxidagdo. Ja no grupo exposto apenas aos PE-MPs,
observou-se aumento da atividade da SOD e dos niveis de lipoperoxidacdo. Por outro lado,
nenhum dos 6rgdos expostos exclusivamente as TiO2-NPs apresentou alteragdes significativas
nos parametros analisados. Esses resultados revelam a complexidade das interagdes entre esses
dois contaminantes, e ressaltam a importancia de estudar os efeitos toxicologicos de poluentes
em diferentes 6rgdos, considerando que cada tecido pode responder de maneira distinta a
diferentes substancias, e que a distribuicdo desses compostos no organismo nao ¢ uniforme.
Além disso, mais estudos sao necessarios para compreender os mecanismos envolvidos nessas
respostas bioquimicas, assim como investigacdes adicionais sobre os possiveis impactos desses

contaminantes em outras espécies de anfibios e nos ecossistemas em que vivem.



Palavras-chave: Anfibios; Microplésticos; Biomarcadores; Nanoparticulas; contaminantes

emergentes.



ABSTRACT

Currently, according to the Second Global Amphibian Assessment, habitat degradation is
recognized as one of the main causes of amphibian population decline, with pollution being a
major contributing factor to this loss. Among the emerging pollutants that have gained
attention—both for their economic relevance and their potential environmental impacts—are
microplastics and nanomaterials. Although the individual effects of these pollutants on
amphibians have already been studied, significant gaps remain regarding the combined
responses triggered by different classes of microplastics and nanoparticles. Given the urgency
of understanding this ecotoxicological dynamic, the present study aimed to evaluate the
responses of oxidative stress biomarkers, antioxidant enzymatic activity, and detoxification
processes in the livers and gills of bullfrog (Aquarana catesbeiana) tadpoles exposed to
polyethylene microplastics (PE-MPs) (60 mg/L) and titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NPs)
(10 pg/L), both individually and in combination, after 15 days of exposure. Laboratory analyses
demonstrated that co-exposure to microplastics and nanoparticles induced greater responses in
both organs. In the gills, the mixture of these compounds resulted in increased activity of
superoxide dismutase (SOD), while the groups treated individually with PE-MPs or TiO2-NPs
showed no significant changes in enzymatic levels or oxidative stress indicators. In the liver,
co-exposure led to increased activity of glutathione S-transferase (GST) and elevated levels of
lipid peroxidation. In the group exposed only to PE-MPs, an increase in SOD activity and lipid
peroxidation levels were observed. On the other hand, neither organ exposed exclusively to
TiO2-NPs exhibited significant alterations in the analyzed parameters. These results reveal the
complexity of interactions between these two contaminants and highlight the importance of
studying the toxicological effects of pollutants across different organs, considering that each
tissue may respond differently to various substances and that the distribution of these
compounds within the organism is not uniform. Furthermore, additional studies are needed to
understand the mechanisms underlying these biochemical responses, as well as further
investigations into how these substances may impact other amphibian species and the

ecosystems they inhabit.

Keywords: Amphibians; Microplastics; Biomarkers; Nanoparticles; Emerging contaminants.
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1. Introducao Geral
1.1. Panorama Global dos Anfibios

Os anfibios modernos estdo classificados na subclasse Lissamphibia, que compreende
trés clados principais: Salientia, Caudata e Gymnophionomorpha. Esses clados sao
representados, respectivamente, pelos grupos coroas Anura (sapos, ras e pererecas), Urodela
(salamandras e tritdes) e Gymnophiona (cecilias), os quais englobam todas as espécies viventes
e 0s seus ancestrais comuns mais proximos (CANNATELLA; HILLIS, 2004; RUTA; COATES,
2007; MARJANOVIC; LAURIN, 2008; SIGURDSEN; GREEN, 2011; SCHOCH, 2014;
KLIGMAN et al., 2023; HOLMES et al., 2024). Essa subclasse também inclui a familia extinta
Albanerpetontidae, que existiu do Batoniano (Jurdssico Médio) até o inicio do Pleistoceno, e
apresentam caracteristicas morfologicas distintas, como os ossos frontais fundidos; articulagdes
interdigitais na mandibula; dentes marginais longos e em forma de cinzel; e vértebras cervicais
(atlas e axis) modificadas, formando uma faceta tripartida (FOX; NAYLOR, 1982; SCHOCH,
2014; GUILLAUME et al., 2023).

Segundo estimativas baseadas em analises de rel6gios moleculares e evidéncias fosseis,
o grupo Anura teria surgido no final do periodo Tridssico, hd mais de 200 milhdes de anos
(ROELANTS; BOSSUYT, 2005; STOCKER et al., 2019). Fosseis provenientes da Formagao
Chinle, no Arizona — datada do final do Tridssico — sugerem que representantes do grupo
coroa dos anuros ja estavam presentes nesse periodo (STOCKER et al., 2019). Essas
descobertas corroboram as estimativas propostas por Roelants e Bossuyt (2005), cujas analises
moleculares, associadas ao registro fossil, indicaram que quatro linhagens de anuros se
originaram antes da fragmentacdo da Pangeia. Esse cendrio paleobiogeografico pode ter
influenciado diretamente a diversificacao inicial e a dispersdao espacial desses organismos ao
longo do tempo. Mesmo apresentando uma ampla distribuicao global, a maior concentragao da
biodiversidade de anuros existente hoje, por volta de 7047 espécies, encontra-se nas regides
neotropicais (RE:WILD et al., 2023).

Os primeiros registros fosseis do grupo Urodela datam do periodo Juréssico, com
exemplares bem preservados provenientes de formagdes geologicas da China. Entre eles,
destaca-se Chunerpeton tianyiensis, encontrado na Formacao Jiulongshan, com idade estimada
em aproximadamente 160 milhdes de anos (GAO; SHUBIN, 2003; WANG; DONG; EVANS,
2016). Outras espécies representativas desse periodo incluem Linglongtriton daxishanensis e
Beiyanerpeton jianpingensis, ambas provenientes da Formacao Tiaojishan, também datada do

Jurassico (~160 milhdes de anos) (GAO; SHUBIN, 2012; JIA; GAO, 2019). Assim como
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observado nos anuros, os registros fosseis de diversas familias de urodelos — como Sirenidae,
Hynobiidae, Proteidae, Plethodontidae, Dicamptodontidae e Salamandridae —
majoritariamente localizados no hemisfério norte, coincidem com os padrdes atuais de
distribuicao desses organismos (SCHOCH, 2014). Atualmente, a maior diversidade de
urodelos, que compreende aproximadamente 758 espécies, concentra-se dispersa na América
do Norte, China, Europa, Mesoamérica e Japao (RE:WILD et al., 2023).

Embora se estime que a origem do grupo Gymnophiona tenha se diversificado por volta
do Jurassico Inferior (WILKINSON et al., 2011; KAMEI et al., 2012; KLIGMAN et al., 2023),
os fosseis de representantes desse grupo sdo escassos. Fragmentos atribuidos a essa ordem sao
mais bem documentados entre o final do Cretaceo (~80 milhdes de anos) e o Mioceno (~20
milhdes de anos), com registros concentrados em regides que hoje correspondem a América do
Sul e ao leste da Africa (ESTES; WAKE, 1972; RAGE et al., 1991; EVANS; MILNER;
WERNER, 1996; GAYET et al., 2001; RAGE; PICKFORD, 2011; SANTOS et al., 2024). No
presente, a maior parte da diversidade de Gymnophiona, cerca de 206 espécies, encontra-se
concentrada nas regides tropicais da Mesoamérica, América do Sul, Africa e Asia (RE:WILD
etal., 2023).

Os lissanfibios compartilham diversas sinapomorfias morfoldgicas, como dentes
pedicelados e bicuspides, a presenca da papilla amphibiorum no ouvido interno e um cotovelo
articulado (caracteristica perdida em Gymnophiona), todavia, os grupos mais derivados sdao
comumente caracterizados por apresentarem ectotermia, pele permeavel rica em glandulas,
esqueleto pouco ossificado e um ciclo de vida bifasico (aquatico-terrestre), com ovos
desprovidos de casca (SCHOCH, 2014). No entanto, essa ultima caracteristica ndo ¢ universal
entre os anfibios modernos, onde hé espécies de anuros e urodelos que apresentam ciclos de
vida unifasicos, com desenvolvimento direto, além de casos de neotenia em salamandras, em
que as caracteristicas juvenis sdo mantidas na fase adulta; nas cecilias, a maioria das espécies ¢
vivipara, com exce¢do das familias Ichthyophiidae e Rhinatrematidae, que depositam ovos
proximos a corpos d’agua (SAN MAURO et al., 2014; SCHOCH, 2014).

Essas caracteristicas bioldgicas particulares dos anfibios modernos — como a
permeabilidade da pele, o ciclo de vida bifasico e a auséncia de casca nos ovos —, associadas
a sua ampla distribui¢do geografica, fazem esses organismos serem especialmente vulneraveis
a descarga de poluentes e as alteracoes de habitat; ao mesmo tempo, essas mesmas
caracteristicas os tornam bons bioindicadores da qualidade ambiental, uma vez que sinais como

flutuacdes populacionais anormais, aumento na incidéncia de doencas ou elevagdo nas cargas



parasitarias podem refletir processos mais abrangentes da degradacdo do ambiente (Venturino
et al., 2003; Koprivnikar et al., 2012; Brodeur; Candioti, 2017; Amado; Palma, 2024; Fratczak
et al., 2025).

Embora a percepcao de quedas populacionais localizadas de anfibios remonte ao inicio
e meados do século XX (GRINNELL; STORER, 1924; BRAGG, 1952), a preocupagdo
cientifica com o declinio global desses vertebrados emergiu apenas no final da década de 1980.
A Primeira Conferéncia Mundial de Herpetologia, realizada em 1989, em Canterbury,
Inglaterra, difundiu amplamente os alertas da comunidade cientifica sobre essa crise
populacional (WYMAN, 1990; GREEN et al., 2020). Nesse contexto, um workshop promovido
pelo National Research Council (NRC), em fevereiro de 1990, na cidade de Irvine, Estados
Unidos, fomentou a criacdo de uma forca-tarefa para o estudo e a conservacao de espécies de
anfibios potencialmente ou efetivamente ameacadas, conhecida como Declining Amphibian
Populations Task Force (DAPTF), em colaboragdo com a Comissdo de Sobrevivéncia de
Espécies da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) (GARDNER, 2001).

Em 2005, a DAPTF uniu-se ao Global Amphibian Specialist Group (GASG), resultando
na formagdo do atual Amphibian Specialist Group (ASG), vinculado a Comissdo de
Sobrevivéncia de Espécies da IUCN (IUCN SSC). Esse grupo passou a contar com um
secretariado denominado Amphibian Red List Authority (ARLA), responsavel por coordenar a
compilacdo e atualizagdo dos dados relacionados a anfibios na Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas da IUCN, além de promover as edi¢des das Avaliacdes Globais dos Anfibios (GAA)
(TUCN, 2025).

De acordo com a Segunda Avaliagdo Global dos Anfibios (GAA?2), publicada em 2023,
cerca de 41% das espécies conhecidas de anfibios estdo ameagadas de extingdo, totalizando
aproximadamente 2.873 espécies — o que torna essa classe de vertebrados a mais
ecologicamente vulneravel (RE:WILD et al., 2023). Ainda, de acordo com a atualizagdo mais
recente da Lista Vermelha da IUCN, em 27 de margo de 2025, das espécies ameagadas, 798
encontram-se na categoria de “Criticamente em Perigo” (IUCN, 2025).

Os fatores de ameaga que atuam sobre cada popula¢do sdo complexos e variados,
refletindo a diversidade de nichos, habitats e particularidades bioldgicas desses organismos
(LUEDTKE et al., 2023). No entanto, ao se considerar a totalidade da biodiversidade de
anfibios, ¢ possivel identificar um padrao de causas principais associadas ao declinio
populacional: degradacdao de habitat (93%), mudancas climaticas (29%), doencas —

especialmente quitridiomicose (22%) —, incéndios (21%), introdu¢do de espécies invasoras



(14%) e a exploragdo infrene de espécies para fins nutricionais, medicinais € como animais de
estimacdo exoticos (9%) (LUEDTKE et al., 2023; RE:WILD et al., 2023). Tanto a GAA2
quanto Luedtke et al. (2023) apontam que todas essas ameagas estdo diretas ou indiretamente
relacionadas as atividades humanas. Dessa forma, estratégias de conservagao da biodiversidade
dos anfibios, bem como a garantia da integridade ambiental, devem integrar a compreensao dos

impactos antropogénicos sobre 0s animais € o0 ambiente.

1.2. Aquarana catesbeiana

A espécie Aquarana catesbeiana, popularmente conhecida como ra-touro, ocorre
naturalmente no leste e centro-oeste dos Estados Unidos, além do sudeste do Canada (BURY;
WHELAN, 1984; DODD, 2023). Uma das primeiras descri¢des dessa espécie foi publicada em
1694, na revista cientifica Philosophical Transactions da Royal Society, na qual o autor a
descreve brevemente como “prodigiosamente grande”, destacando sua vocalizacdo semelhante
ao mugido de um touro e ao canto oco de um abetouro (CLAYTON, 1694). Posteriormente, em
1754, o naturalista inglés Mark Catesby atribuiu a espécie o nome cientifico Rana maxima
Americana Aquatica. Esse nome foi posteriormente substituido por Rana catesbeiana, em
homenagem a Catesby, pelo também naturalista inglés George Shaw, em 1802, no terceiro
volume de sua obra General Zoology, or Systematic Natural History (CATESBY, 1754; SHAW,
1802). Atualmente, a espécie ¢ classificada na familia Ranidae, género Rana, subgénero
Aquarana (MACGUIGAN et al., 2022). No entanto, as analises filogenéticas de Dubois, Ohler
e Pyron (2021) reconhecem Aquarana como um género autdbnomo, irmao de Boreorana e
Lithobates. Essas divergéncias taxonomicas refletem o uso de diferentes formas de se referir a
espécie, como Aquarana catesbeiana, Rana catesbeiana ou Rana (Aquarana) catesbeiana (L1
et al.,, 2024; O'SHEA; MADDOCK, 2024; XU et al., 2024). Neste trabalho, para fins de
padronizagdo, sera adotada a nomenclatura Aquarana catesbeiana.

A espécie destaca-se entre 0os maiores anuros existentes, sendo a maior espécie nativa
da América do Norte (BURY; WHELAN, 1984). Os exemplares adultos selvagens apresentam
comprimento corporal que varia entre 85 e 200 mm, com os maiores individuos podendo atingir
entre 200 e 300 gramas, e com sua pele variando de um verde-oliva claro até um marrom, além
de ndo apresentarem pregas dorsolaterais (BURY; WHELAN, 1984; DODD, 2023).

Seu ciclo de vida inclui uma metamorfose completa. Durante a fase larval, os girinos
podem alcangar at¢ 170 mm (corpo + cauda), embora a metamorfose ocorra normalmente

quando alcangam aproximadamente 100 mm, possuem respiracao por branquias e alimentam-
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se, em grande parte, de material vegetal e planctons (DODD, 2023). A transformacao para a
fase adulta pode levar de um a quatro anos, dependendo das condi¢des ambientais
(DUELLMAN; TRUEB, 1994; DODD, 2023). Na fase adulta, a espécie passa a respirar pelos
pulmdes e pela pele, e adota uma dieta predominantemente carnivora (DODD, 2023).

Os machos, geralmente menores que as fémeas, apresentam antebragos mais robustos e
polegares aumentados durante o periodo reprodutivo, o que facilita a aderéncia durante o
amplexo (DODD, 2023). Outra caracteristica sexual distintiva ¢ o tamanho do timpano, nos
machos, ele € visivelmente maior que o olho, enquanto nas fémeas, ambos possuem proporgdes
semelhantes (DODD, 2023). A vocaliza¢ao, exclusiva dos machos, tem como fun¢do atrair
parceiras e estabelecer territérios, onde o som ¢ produzido pela movimentagdo de ar entre os
pulmdes e as bolsas vocais (BURY; WHELAN, 1984; DODD, 2023).

Durante a reproducao, as fémeas depositam massas de ovos que flutuam na superficie
da 4dgua. Essas massas tém formatos discoides, podendo medir de 20 centimetros a mais de um
metro de didmetro e conter uma média de 10.000 e 20.000 ovos (BURY; WHELAN, 1984;
DODD, 2023). Apos alguns minutos, essa camada gelatinosa pode afundar, ou se agrupar a
vegetacdo circundante. Cada ovo possui um vitelo com diametro entre 1,2 e 1,7 mm, envolto
por uma capsula gelatinosa e uma membrana externa que mede de 6,0 a 10,4 mm; a incubagdo
¢ breve, com eclosdo ocorrendo entre trés e cinco dias apos a desova (DODD, 2023).

Devido a sua capacidade de ocupar e adaptar-se a diferentes tipos de zonas imidas, além
do porte avantajado, a ra-touro passou a ser explorada como uma fonte alternativa de proteina
para o consumo humano. Essa demanda levou a sua introdug@o gradual em vérias regides dos
Estados Unidos, em paises da América do Sul, Europa, Asia e nas ilhas do Caribe (D’AMORE,
2012). Com o tempo, por meio de fugas acidentais e liberagdes inadequadas a partir de ranarios,
a espécie acabou se estabelecendo como invasora, apresentando elevado potencial de impacto
ambiental (KRAUS, 2009; D’AMORE, 2012, RE:WILD et al., 2023). Entre os principais danos
estdo a predacdo e a competicao com espécies nativas, além de seu papel como reservatorio de
doencas, como fungos patogénicos (e.g., Batrachochytrium dendrobatidis) responsaveis por
quitridiomicoses (D’AMORE, 2012, RE:WILD et al., 2023).

Embora hoje a espécie A. catesbeiana seja mais conhecida como uma espécie invasora,
ela também desempenha um importante papel como um organismo modelo em estudos
ecotoxicologicos, devido as suas respostas a contaminantes ambientais € a sua alta distribuicao
global (BOONE et al.,, 2007; WAGNER; BRUHL, 2017; CARVALHO; VIDAL, 2024;

FREITAS, 2024). Pesquisas recentes evidenciam seu potencial na avaliacdo da qualidade da



agua, dos efeitos de poluentes e das interagdes com parasitas e patogenos (ASH et al., 2024;
CAMPIAO et al., 2024; CHEN et al., 2024; ARJONAS et al., 2025).

Girinos de ra-touro tém mostrado sensibilidade a uma variedade de contaminantes de
relevancia ambiental, incluindo metais, farmacos, defensivos agricolas, microplasticos e
nanoparticulas, resultando em alteragdes histomorfologicas e respostas fisiologicas,
bioquimicas e genéticas (COSTA et al., 2008; SALLA et al., 2016; VELDHOEN et al., 2014;
AMARAL et al., 2019a; CARVALHO et al., 2020; CHAGAS et al., 2020; FERNANDES et al.,
2024; WANG et al., 2025; MORAES et al., 2025). Além disso, ensaios agudos (96 horas) com
amostras ambientais, dguas fluviais e material particulado sedimentavel atmosférico, foram
capazes de desencadear efeitos toxicologicos detectaveis em girinos, como disfungdes no
sistema antioxidante (SOD, CAT, GPx), aumento do estresse oxidativo (lipoperoxidacdo e
carbonilagdo proteica), bioacumulagdo de metais (estroncio, cromo, lantanio) e danos
genotdxicos ao DNA de eritrécitos (FERNANDES et al.,, 2021; COSTA et al., 2024;
FERNANDES et al., 2024; CARVALHO et al., 2025). Essas evidéncias reforcam o uso desse
animal como como um organismo modelo adequado para ensaios ecotoxicoldgicos voltados

nas avaliagdes de biomarcadores de efeito e exposigao.

1.3. Microplasticos de Polietileno e sua relagdo com os anfibios

Em 1898, o quimico alemdo Hans von Pechmann relatou, na revista Berichte der
Deutschen Chemischen Gesellschaft, a formacdo de uma substancia branca e escamosa
enquanto estudava reacdes de decomposicao do diazometano; essa substincia, cristalizada a
partir do cloroférmio, separava-se de uma solucdo etérea de diazometano (PECHMANN,
1898). Em 1900, Eugen Bamberger e Friedrich Tschirner caracterizaram essa substancia como
uma cadeia formada por grupos metileno, denominando-a “flocos de polimetileno”
(Polymethylenflocken, em alemao), hoje compreendida como sendo o polietileno, cuja
produgdo ocorre por meio da polimerizagdo do etileno (BAMBERGER; TSCHIRNER, 1900;
PEACOCK, 2000).

Embora a descoberta acidental desse polimero remonte a esses dois episodios historicos,
sua exploragdo e utilizagdo comercial s6 comegou na década de 1930. Isso ocorreu com a
redescoberta e sintese do material pelos cientistas britanicos Eric Fawcett e Reginald Gibson,
durante investigacdes sobre reagdes entre etileno e benzaldeido sob alta pressao (PEACOCK,
2000; DEMIRORS, 2011). Posteriormente, Michael Perrin aperfeigoou a técnica para producao

industrial, e o material passou a ser comercializado pela Imperial Chemical Industries (ICI), a
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partir de 1937, sendo utilizado quase exclusivamente em cabos e componentes de isolamento
elétrico durante a Segunda Guerra Mundial (PEACOCK, 2000).

Hoje o polietileno destaca-se por ser uma matéria-prima versatil e amplamente presente
no cotidiano. Utilizado em uma ampla variedade de produtos — desde embalagens plasticas até
componentes automobilisticos e eletrdnicos modernos — esse polimero ¢ comumente
classificado de acordo com sua densidade em trés principais tipos: polietileno de alta densidade
(PEAD, 0,940 — 0.970 g/cm?®), polietileno de baixa densidade (PEBD) e polietileno linear de
baixa densidade (PEBDL), ambos variando entre 0,915 ¢ 0,935 g/cm® (MCKEEN, 2013; YAO;
SEONG; JANG, 2022). Esse plastico ¢ um dos polimeros mais sintetizado no mundo. Somente
em 2020, foram produzidas aproximadamente 104,1 milhdes de toneladas (Mt) globalmente,
tornando-o o plastico mais utilizado nesse ano. Estima-se que, até¢ 2040, essa produgdo crescga
para 173,4 Mt/ano (OECD, 2024).

Paralelamente, segundo a OECD (Organizagdo para a Cooperacao ¢ Desenvolvimento
Econdmico) (2024), no seu relatério “Policy Scenarios for Eliminating Plastic Pollution by
2040, apenas 14% de todo o plastico descartado ¢ reciclado, o restante ¢ incinerado (17%),
destinado a aterros sanitarios (50%) ou mal gerenciado (19%). Entre os residuos plasticos
despejados no ambiente, cerca de 31% se acumulam em sistemas aquaticos (rios € oceanos),
enquanto os outros 69% permanecem no sistema terrestre.

Nesse cenario, a alta demanda comercial, associada a caréncia de politicas praticas
eficazes para a redugdo e gestdo de residuos plasticos, torna o polietileno um potencial risco
ambiental de relevancia global, capaz de comprometer o equilibrio dos diferentes ecossistemas
do planeta.

Esses riscos decorrem das propriedades fisico-quimicas desse material, cuja estrutura
quimica estavel, hidrofobica e de elevado peso molecular (variando de 40 até¢ 6.000 kDa)
dificultam sua completa degradacdo por processos naturais, tornando-o um contaminante
persistente (ORAL; MURATOGLU, 2016; KUBOWICZ; BOOTH, 2017; MONTAZER;
NAJAFI; LEVIN, 2020; EL-SHERIF; ELOFFY; ELMESERY, 2022; ZHUANG; SEONG;
JANG, 2022). Também, ele pode tanto interagir com outros xenobioticos, modificando a
toxicodindmica de contaminantes como metais, defensivos agricolas e firmacos, quanto liberar
aditivos quimicos — como retardantes de chama, pigmentos e plastificantes —, incorporados
durante sua produgdo, no ambiente (GHOMI et al., 2020; WANG et al., 2020a; LAN et al.,
2021; LI et al., 2021; MINGIIE et al., 2023; TANG et al., 2023; ZHOU et al., 2024).



Esse polimero, embora seja um contaminante persistente, pode passar por processos de
fragmentacdo resultantes de acdes fisicas (como abrasdo, corte e desgaste), quimicas (como a
fotodegradagdo mediada pela reagdo de Norrish) e bioldgicas (pela agdo de microrganismos, ou
por atividades como ingestdo, mastigacdo e movimentacao fisica de animais) (KEFER;
FRIEDENAUER; LANGOWSKI, 2022; SOBHANI et al., 2020; WANG et al., 2022a; YAO;
SEONG; JANG, 2022; ZHANG et al., 2022; OSMAN et al., 2023; STAPLETON et al., 2023;
IONI et al., 2025).

Esses processos dao origem aos chamados microplésticos — embora também possam ser
oriundos da propria produgdo industrial, como microesferas e pellets (OSMAN et al., 2023) —,
frequentemente definidos como polimeros sintéticos soélidos com dimensdes iguais ou
inferiores a 5 mm, geralmente variando entre 1 pym e 5 mm (HARTMANN et al., 2019;
BERMUDEZ; SWARZENSKI, 2021; OECD, 2021; CHAE et al., 2023). Devido as suas
dimensdes reduzidas, esses elementos podem potencializar os seus efeitos toxicoldgicos, uma
vez que apresentam maior capacidade de permeagdo entre os tecidos dos organismos,
favorecendo processos de bioacumulacdo e estresse fisiologico, além de atuarem como
carreadores e dispersores de aditivos e contaminantes adsorvidos em suas superficies.
(MACLEOD et al., 2021; LI et al., 2023; THOMPSON et al., 2024; YU et al., 2024).

A crescente preocupagdo com o declinio global de anfibios, aliado com a ampla
distribuicao dos microplasticos em ambientes aquaticos e terrestres, fez pesquisadores ao redor
do mundo, ao longo da ultima década, intensificarem seus esfor¢os para elucidar questdes
relacionadas ao monitoramento de populagdes de anfibios, bem como aos efeitos
ecotoxicologicos desses poluentes sobre esses vertebrados (ARAUJO et al., 2021; BURGOS-
ACEVES et al, 2022; RAHMAN; KIM; SUNG; 2024). Por outro lado, os ensaios
ecotoxicologicos envolvendo microplasticos de polietileno e anfibios tém se restringido ao
grupo dos anuros, especialmente na fase de girinos (RAHMAN; KIM; SUNG; 2024).

Estudos com girinos da espécie Physalaemus cuvieri, expostos a microplasticos de
polietileno (35 £+ 18,17 um) na concentragao de 60 mg/L, durante 7 dias, demonstraram efeitos
de bioacumulagdo em 6rgdos como figado, trato digestorio, branquias, musculos e sangue. Além
disso, foram registrados danos histopatologicos, aumento de melan6foros na pele e alteragdes
comportamentais, como reducao da locomogao e déficit nas respostas defensivas a predadores
(ARAUIJO et al., 2020a; ARAUJO; GOMES; MALAFAIA, 2020b; ARAUJO; MALAFAIA,
2020c). Em outro estudo, girinos de Xenopus laevis expostos ao mesmo tipo de microplastico

(34-50 pm), na mesma concentragdo, durante o desenvolvimento até a fase juvenil,



apresentaram aumento na taxa de crescimento, porém com menor propor¢do do comprimento
focinho-cloaca (SVL), elevag@o nos niveis de corticosterona, aumento da taxa metabolica e
bioacumulagdo de microplasticos tanto nos girinos quanto nos individuos juvenis (RUTHSATZ
et al., 2023).

Esses dois exemplos ilustram como os microplasticos de polietileno podem impactar a
saude e o desenvolvimento de anuros. No entanto, permanecem lacunas quanto aos mecanismos
biologicos que desencadeiam as respostas observadas e aos efeitos em diferentes espécies de
anfibios. Além disso, a relevancia ambiental desses efeitos, observados em condic¢des
laboratoriais, reforca a necessidade de novas investigagdes que considerem contextos

ecologicos mais amplos (ARAUJO et al., 2021; BURGOS-ACEVES et al., 2022).

1.4. Nano particulas de Dioxido de Titanio (TiO:) e sua relacdo com os anfibios

Os nanomateriais ganharam um destaque na ultima década. Caracterizados por serem
estruturas com uma dimensdo de Inm a 100nm (EUROPEAN COMMISSION, 2011), esses
podem ocorrer de maneira natural no ambiente, por processos de degradacdo, ou, também,
podem ser gerados, direta ou indiretamente, pela agdo antropica, na qual sdo adicionados em
cosméticos, farmacos, dispositivos eletronicos e fotovoltaicos (JACKSON et al., 2013; RIZZO
etal., 2013; REED et al., 2014; ROGERS et al., 2018).

Um dos nanomateriais mais amplamente utilizado pela industria é o didxido de titanio
(TiO2) (BOUTILLIER et al., 2022; NATIONS et al., 2011). Descoberto por William Gregor,
em 1791, nas areias magnéticas preta da Cornualha (WALTON, 1993), o TiO; passou a ser
comercialmente interessante em meados do século XX, utilizado em uma ampla gama de
aplicagdes, como tintas, cosméticos, aditivo alimentar (denominado E171) e dispositivos
eletronicos (BOUTILLIER et al., 2022; NATIONS et al., 2011). Segundo o estudo de Hendren
et al. (2011), apenas os Estados Unidos colaboram com a produgdo de 7800 a 38000 toneladas
nanoparticulas de TiO2 ao ano.

Esse material ¢ amplamente utilizado pela industria devido as suas propriedades fisico-
quimicas, como altos indice de refragdo, o que confere a ele a caracteristica de ser um pigmento
branco mais eficiente para conferir cor, opacidade e brilho a revestimentos, em tintas
(WAGHMODE et al., 2019; SAFARI et al., 2025). Além de suas caracteristicas opticas, o TiO:
atua como filtro contra radiagdo ultravioleta (UV), protegendo superficies e substratos da
degradagdo fotoquimica (WAGHMODE et al., 2019; SONG et al., 2022). Sua atividade

fotocatalitica também permite a degradagdo de compostos organicos sob exposicao a luz, o que
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favorece a autolimpeza de superficies tratadas com esse composto (ALLEN et al., 2005; LU et
al., 2015). Ademais, nanoparticulas de TiO> podem ser empregadas como semicondutores do
tipo 6xido metalico, apresentando uma banda proibida variando entre 3,01 e 3,2 eV (GE et al.,
2023; WANG et al., 2022b).

Apesar de sua versatilidade, as nanoparticulas de di6éxido de titanio podem desencadear
processos ecotoxicoldgicos em diferentes organismos, devido sua capacidade de interagir com
outros contaminantes, servido como carreador de substancias quimicas, interagao com tecidos
e células vivas, podendo causar dano estrutural e respostas biologicas de estresse e de defesa,
além de serem capazes de produzir espécies reativas de oxigénio, como superoxidos e radicais
hidroxila, por meio de reagdes fotocataliticas com a luz UV, luz visivel, ou até mesmo com
auséncia de luz por meio da oxidagao de proteinas que se aderem a superficie dessas particulas
(corona proteica) (MA; BRENNAN; DIAMOND, 2012; JAYARAM et al., 2017; NAASZ;
ALTENBURGER; KUHNEL, 2018; RITACCO et al., 2021; PEREPELITSA et al., 2023).

Em anfibios, nanoparticulas de TiO. demonstraram ser capazes de induzir diversas
respostas ecotoxicoldgicas. Em girinos de Dendropsophus minutus, nanoparticulas de TiO:
(23,61 £ 2,4 nm), em concentragdes de 0,1; 1,0 e 10 mg-L™", durante sete dias de exposi¢ao,
foram associadas a danos no DNA, atraso na metamorfose e redu¢dao da mobilidade, inclusive
na menor concentragdo testada (AMARAL et al.,, 2022). Em outro estudo, girinos de
Duttaphrynus melanostictus submetidos a exposi¢ao cronica de 21 dias a nanoparticulas de
TiO:2 (< 25 nm), em concentragdes entre 0,1 e 10 mg-L™!, apresentaram mortalidade
significativa e alteracdes histologicas nos tecidos hepatico e intestinal (RUVINDA;
PATHIRATNE, 2021). Mais recentemente, Moraes et al. (2025) demonstraram que a exposi¢ao
conjunta de nanoparticulas de TiO2 com cadmio (10 pug-L™), por 30 dias, resultou em aumento
da taxa de mortalidade de girinos da espécie Aquarana catesbeiana, além de causar danos
teciduais nas branquias e reducdo no tamanho corporal total.

De maneira semelhante aos estudos envolvendo microplésticos de polietileno, as
pesquisas ecotoxicoldgicas com nanoparticulas t€m se concentrado majoritariamente em
anuros, especialmente durante a fase larval (AMARAL et al., 2019b). Isso evidencia uma lacuna
no conhecimento sobre os efeitos biologicos dessas substancias em outros grupos de anfibios,
como os caudados (salamandras) e gimnofionos (cecilias), representando um campo de

pesquisa em aberto para futuras investigagoes.
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2. Justificativa, Relevancia do tema

Devido a alta demanda comercial, a grande diversidade de produtos derivados ou que
contém plastico de polietileno e nanoparticulas de TiO-, e a caréncia de politicas eficazes para
o gerenciamento dos residuos oriundos desses materiais, essas duas classes de substincias
tornaram-se relevantes no estudo dos impactos e riscos ambientais ao longo do tempo —
especialmente considerando a atual ameaca global do declinio populacional dos anfibios.

Embora as pesquisas envolvendo esses dois contaminantes tenham avangado com o
tempo — incluindo estudos ecotoxicolégicos que buscam compreender os efeitos e os
mecanismos de acdo dessas substancias em anfibios, com predominancia de investigacdes no
grupo Anura — (ARAUJO et al., 2021; BURGOS-ACEVES et al., 2022; RAHMAN; KIM;
SUNG, 2024), estudos de campo que determinam suas concentragdes no ambiente, bem como
os estudos sobre bioacumulacdo de microplasticos em anfibios selvagens (IANNELLA et al.,
2020; HU et al., 2022; LIU; RUI; YU, 2022; PASTORINO et al., 2023; ZHENG et al., 2025),
as pesquisas voltadas ao comportamento e aos efeitos desses materiais combinados
permanecem incipientes.

Atualmente, destacam-se os estudos conduzidos por Salla et al. (2024), que
investigaram a embriotoxicidade isolada e combinada de nanoparticulas de TiO: (10 pg/L) e
microplasticos de polietileno (60 mg/L) em embrides de ra-touro (Aquarana catesbeiana), apos
exposi¢do de 96h, e por Jacintho et al. (2025), que avaliaram os efeitos mutagénicos,
genotoxicos € imunotdxicos em girinos da mesma espécie, utilizando as mesmas concentracdes
de exposi¢ao, por um periodo de 15 dias.

No primeiro estudo, observou-se que os microplasticos isolados induziram edemas
abdominais nos embrides, enquanto a exposi¢ao as nanoparticulas, bem como a mistura dos
dois contaminantes, resultou em redugao nas taxas de sobrevivéncia e eclosao. Curiosamente,
a exposicdo combinada de microplasticos e nanoparticulas levou a reducdo da
embriotoxicidade. No segundo estudo, observou-se que os compostos isolados provocaram
efeitos mutagénicos nos girinos, efeito que ndo foi detectado no grupo exposto a mistura das
duas substancias. Além disso, ndo foram identificadas respostas genotoxicas ou imunotoxicas
significativas em nenhum dos tratamentos, sejam isolados ou combinados.

Esses estudos evidenciam a complexidade das respostas biologicas desencadeadas pela
exposicdo a microplasticos e nanoparticulas, uma vez que a interagdo entre esses contaminantes
pode resultar em efeitos distintos mesmo sobre a mesma espécie, dependendo do estagio de

desenvolvimento e do tempo de exposicdo. Tais descobertas reforcam a importancia de
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considerar abordagens multifatoriais em estudos ecotoxicoldgicos, uma vez que efeitos isolados
nem sempre refletem o que ocorre em exposi¢des combinadas, mais proximas das condi¢des
ambientais reais.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo investigar as respostas
antioxidantes, por meio das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT); os biomarcadores de estresse oxidativo, avaliados pelos niveis de lipoperoxidacao
(LPO) e carbonilagao de proteinas (PCO); e os mecanismos de desintoxicacao, por meio da
atividade da glutationa S-transferase (GST) e da ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD), nas
branquias e figados de girinos de ra-touro expostos a nanoparticulas de TiO: (10 pg/L) e
microplasticos de polietileno (60 mg/L), de forma isolada e combinada, durante um periodo de

15 dias.

3. Objetivos

O presente projeto de pesquisa tem como principal objetivo avaliar as repostas
antioxidantes, de estresse oxidativo e de desintoxicacdo de uma exposi¢do de 15 dias em girinos
de ras-touro, Aquarana. catesbeiana (Shaw, 1802), (a partir do estdgio 25 de Gosner), a
concentragdes de microplasticos de polietileno (60 mg/L, Sigma Aldrich) e de TiO2 NPs (10
ug/L) em suas formas isoladas e combinadas.

Para alcancar esses resultados, foram adotados os seguintes objetivos especificos:

1. Quantificar a formagao de proteinas carbonilas no figado e branquias;
Quantificar a atividade das enzimas GST, SOD e CAT no figado e branquia;
Quantificar a relacdo proteina/massa nas branquias dos girinos;

Quantificar a formacao de produtos de lipoperoxidagdo no figado;

Quantificar a atividade da EROD no figado.

woe »N

4. Materiais e Método, Resultados e Discussao

As metodologias empregadas neste trabalho, bem como os respectivos resultados e
discussdes, serdo apresentadas na forma de artigo cientifico, com o propdsito de otimizar a
organizagdo dos dados e das andlises laboratoriais conduzidas durante o desenvolvimento

experimental.

12



Artigo: “Exposicao cronica de Microplasticos de Polietileno e Nanoparticulas de Didxido de
Titanio conjugadas induzem respostas antioxidantes e de estresse oxidativo nas branquias e

figados de girinos de Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802).”
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5. ARTIGO

Exposicao cronica de Microplasticos de Polietileno e Nanoparticulas de Diéxido
de Titanio conjugadas induzem respostas de estresse oxidativo nas branquias e

figados de girinos de Aquarana catesbeiana (shaw, 1802).

5.1. Introduciao

Atualmente, os anfibios sdo o grupo de vertebrados mais ameacados ecologicamente,
com cerca de 41% de toda diversidade em risco de extingdo, onde 798 espécies encontram-se
enquadradas como “criticamente ameagadas” (RE:WILD et al., 2023; IUCN, 2025). Um dos
fatores que vém contribuindo para essa crise global ¢ a poluicdo, um dos principais fatores
associados diretamente a perda de habita, a qual corresponde aproximadamente 93% das causas
associadas ao declinio das populacdes dos anfibios (RE:WILD et al., 2023; LUEDTKE et al.,
2023).

Um dos poluentes que vém ganhando destaque nos debates publicos, nas agendas
politicas internacionais e nos centros de pesquisa sao os microplasticos (MPs), frequentemente
definidos como polimeros sintéticos so6lidos com dimensdes < 5 mm, geralmente variando entre
1 um e 5 mm (HARTMANN et al., 2019; OECD, 2021; CHAE et al., 2023). Em 2019, das 22
milhdes de toneladas métricas (Mt) de plésticos langados no ambiente, cerca de 3 Mt
correspondiam a MPs (OECD, 2022). Embora, em um primeiro momento, esse valor possa
corresponder apenas cerca de 12% dos residuos totais, ¢ esperado que, com o tempo, 0s
macroplasticos passem por processos de degradacdo e fragmentagao, fazendo com que atinjam
as dimensdes micrométricas, tornando-os poluentes persistentes € complexos de serem
gerenciados e sequestrados da natureza (HAHLADAKIS et al.,, 2018; WELDEN, 2020;
MACLEQOD et al., 2021; OECD, 2024).

Dentre os plasticos comerciais mais manufaturados pela humanidade, destaca-se o
polietileno (PE). Desde a sua descoberta acidental, em 1898, pelo quimico alemdo Hans von
Pechmann (PECHMANN, 1898), o polietileno se transformou em uma matéria-prima versatil
e onipresente. Esse plastico ¢ o polimero mais produzido e comercializado no mundo
(HORTON et al.,, 2017), ultrapassando as 90 milhdes de toneladas métricas por ano
(DEMIRORS, 2011). Entretanto, ecologicamente, e o seu descarte incorreto e a sua degradagao
no ambiente é capaz de produzir micro e nanoplésticos (MENDOZA et al., 2018), os quais

podem agir como poluentes de sistemas aquaticos e desencadear respostas toxicoldgicas em
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anfibios, como processos de bioacumulagdo, estresse oxidativo, dano tecidual e alteracdes no
desenvolvimento (KWACH et al., 2020, RAHMAN; KIM; SUNG, 2024).

Outro contaminante que tém despertado interesse entre os cientistas sdo os
nanomateriais. Esses compostos, com dimensdes que variam entre Inm ¢ 100nm (EUROPEAN
COMMISSION, 2011), sao empregados na composicao de cosméticos, firmacos e dispositivos
eletronicos (JACKSON et al., 2013; RIZZO et al., 2013; REED et al., 2014; ROGERS et al.,
2018). As nanoparticulas de didoxido de Titanio (TIO-NPs) sao nanomateriais que desempenham
diversas fungdes comerciais, servindo como pigmento de tintas, auxiliando na formulagdo de
filtros solares, agindo como aditivo alimentar (denominado E171) e como material
semicondutor em dispositivos eletronicos (BOUTILLIER et al., 2022; NATIONS et al., 2011;
GE et al., 2023).

Assim como microplasticos, as nanoparticulas também podem desencadear processos
de estresse oxidativo, dano tecidual nas branquias e figado, mutagenicidade e bioacumulagao
(AMARAL et al., 2019; JACINTHO et al., 2025; MORAES et al., 2025).

Diante dessas circunstancias, a liberacao dessas duas classes de poluentes emergentes
no ambiente representa um risco ambiental para a diversidade de anfibios, dado que
concentragdes desses dois compostos ja foram relatados no ambiente (LIU; RUI; YU, 2022;
PASTORINO et al., 2023; TEAMPANPONG; DUENGKAE, 2024). Esse risco decorre nao
apenas da agdo isolada desses compostos, mas também das suas interagdes com outros
contaminantes, sendo capazes de potencializar os seus efeitos toxicologicos (NAASZ;
ALTENBURGER; KUHNEL, 2018; ARAUJO et al., 2023; MORAES et al., 2025).

Nesse cenario, hipotetizamos que, com o aumento da demanda global de plasticos e
nanomaterias para a producao de bens de consumo amplamente usados no cotidiano, a descarga
crescente de MPs e NPs no ambiente podem levar ao desequilibrio dos habitats naturais dos
anfibios, em especial dos girinos — uma vez que, por permanecem restritos ao meio aquatico
at¢ a metamorfose, esses sdo especialmente vulneraveis a poluicdo durante seu
desenvolvimento —, deflagrando processos de estresse, mudancas comportamentais e de
desenvolvimento, e danos teciduais ¢ moleculares (COOKE, 1981; SQUIRES et al., 2008).
Além disso, as interagdes sinérgicas entre MPs e NPs podem levar a diferentes efeitos
toxicologicos (SALLA et al., 2024; JACINTHO et al., 2025).

Logo, o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar as respostas toxicoldgicas
de uma exposicao cronica (15 dias) de girinos de ras-touro, Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802)

(a partir do estagio 25 de Gosner (1960), a concentragdes ambientalmente relevantes de MPs
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de PE (PE-MPs) (60 mg/L, Sigma Aldrich) e de TiO-NPs (10 pg/L) em suas formas isoladas e
combinadas.

5.2 Materiais e Métodos

As amostras dos o6rgaos dos girinos j4 expostos aos contaminantes, bem como o0s
controles, foram fornecidos a partir da doagdo do Laboratorio de Biotecnologia Ambiental e
Ecotoxicologia da Universidade Federal de Goias (UFG), por meio dos professores Dr. Thiago
Lopes Rocha (Universidade Federal de Goids, UFG) e a Dra. Raquel Fernanda Salla Jacob
(Universidade Federal de Goias, UFG).

No total foram utilizadas 48 amostras de 6rgdos, sendo essas divididas entre branquias,
seis amostras controle (Controle), seis expostas a 60 mg/L de PE-MPs, seis expostas a 10 pg/L
de TiO-NPs e seis expostas a mistura de ambas as substancias (PE-MPS+TIO-NPS), e figado,
sendo as mesmas quantidades e os mesmos tratamentos ja mencionados. Neste trabalho foram
utilizadas as branquias do lado direito e o lobulo direito do figado de cada girino.

O tamanho amostral (n= 6, por grupo) encontra-se adequado para as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
brasileiro, em acordo com a resolu¢ao normativa N° 25, de 29 de setembro de 2015, que dispde
sobre o uso de animais em laboratorio (BRASIL, 2015).

De acordo com a resolu¢do normativa, o CONCEA estabelece o seguinte célculo
amostral para a adequagao de recursos: E =N - T, em que:

e E representa o tamanho da amostra;
e N ¢ o nimero de individuos por tratamento multiplicado pelo nimero de tratamentos;
e T ¢ o nimero de tratamentos.

Para que a amostra seja considerada adequada, o valor de E deve estar entre 10 e 20.

Neste trabalho, temos:

e N =24 (6 individuos x 4 tratamentos);
e T=4,

e Logo, E=24-4=20.

As amostras dos orgdos foram transportadas congeladas para o Laboratério de

Biomarcadores (LaBioM) da Universidade de Sao Carlos (UFSCar), campus Sorocaba/SP, onde
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foram mantidas em eppendorfs devidamente identificados e acondicionadas a -80°C no
biofreezer.

Todas as etapas experimentais de exposi¢do foram desenvolvidas no Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental e Ecotoxicologia (UFG), sendo aprovadas previamente pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUAs) da respectiva Universidade, sob o protocolo
N. 073/2022. Também, as analises bioquimicas realizadas no LaBioM se deram apds aprovacao

da CEUA-UFScar, sob o protocolo N. 4138200624/2024.

5.2.1. O modelo animal

A obtencdo e a manuten¢do dos animais foram previamente descritas por Jacintho et al.
(2025). No laboratdrio, os girinos permaneceram em aclimatagao durante 7 dias (VIDAL et al.,
2021) para recuperacdo do estresse do manuseio e transporte dos animais, os quais foram
obtidos no criadouro Laranjeira  (Gameleira de  Goids, Goias, Brasil:
16°20'30,3"S/48°44'17,8"). Durante este periodo, os girinos permaneceram em condicdes
controladas e estabelecidas como ideais: temperatura = 24 = 1 °C; agua pH = 7 = 0.5;
condutividade = 68 = 1 puS/cm; oxigénio dissolvido > 40% (Medidor Multi-parameter Water
DR- 500, Dongrun Co., Ltd, China); niveis de amonia abaixo de 1 mg/L (Teste de Amonia -
Sera GmBH- Alemanha); auséncia de cloro (Cl test Sera, GmBH- Alemanha); dureza ~ 3 dH
(GH teste Sera, GmBH- Alemanha) e fotoperiodo de 12 h claro/ 12 h escuro (ASIH, 2004).

5.2.2. Delineamento dos ensaios ecotoxicologicos

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais: um grupo
controle (Controle, n = 15 girinos), um grupo exposto a concentracio de 60 mg/L
(aproximadamente 4,24 x 10~° particulas/m?®) de microplasticos de polietileno (PE-MPs, n =15
girinos), adquiridos comercialmente pela Sigma-Aldrich (com dimensdes proximas de 35,46
um; numero CAS: 9002-88-4, e densidade de 0,94 g/mL) (SALLA et al., 2024); um grupo
exposto a concentracdo de 10 pg/L de nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO-NPs, n = 15
girinos), adquiridas pela Sigma-Aldrich (CAS: 13463-67-7), e um grupo exposto a combinacdo
de ambos compostos (PE-MPs+TiO-NPs, n = 15 girinos). As dimensodes e caracterizagdes das
TiO-NPs utilizadas foram descritas anteriormente por Mamboungou et al. (2022), com as
nanoparticulas compreendendo um didmetro de 20,5 + 4,2 nm.

Cada grupo desses foi ensaiado em triplicata (totalizando 45 girinos para cada grupo

experimental), dispostos em aquarios de vidro de 20 L, e mantidos sob um sistema semi-estatico
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de exposi¢do (com troca da dgua a cada um dia) (ARAUJO et al., 2020). A escolha dessas
concentragdes baseou-se em estudos prévios que adotaram concentracdes ambientalmente
relevantes de PE-MPs e TiO-NPs (em suas formas isoladas) em seus experimentos com anfibios
(MARISA et al., 2018; ARAUIJO et al., 2020; DEDMAN et al., 2021). Dessa forma, o presente
estudo mantém um carater ambientalmente preditivo e reflete condi¢des realistas da poluigdo
ambiental por estes contaminantes.

Durante todo o periodo de exposicao, os animais foram mantidos nas condigdes de
aclimatagdo (parametros de temperatura, pH etc.). Os animais foram alimentados uma vez ao
dia com rag¢ao comercial para peixes (45 % proteinas, 14 % extratos, 5 % fibras, 14% minerais,
e 87 % matéria seca) durante o periodo de exposi¢do. Durante o periodo de exposi¢do de 15
dias, os animais foram monitorados diariamente para contabilizagdo de mortalidade e
identificacio do surgimento de quaisquer anormalidades morfologicas externas e

comportamentais.

5.2.3. Ensaios de Exposi¢do

Para a exposigao das réplicas do grupo “PE-MPs”, microplasticos de polietileno (Sigma-
Aldrich) foram adicionados diretamente na agua declorinada a fim de perfazer a concentragao
final de 60 mg/L em cada aquario (ARAUJO et al., 2020). Para a exposi¢io das réplicas do
grupo “TiO-NPs”, as nanoparticulas foram adicionadas diretamente em agua declorinada a fim
de perfazer a concentracao final de 10 pg/L em cada aquario (MARISA et al., 2018; SALLA et
al., 2024). Para a exposi¢ao das réplicas do grupo “PE-MPs+TiO-NPs”, ambos compostos
foram adicionados nas mesmas concentracdes dos grupos anteriores. As réplicas do grupo
controle foi adicionada somente 4gua declorinada. Passados os 15 dias de exposi¢do em sistema
semi-estatico, ou seja, com troca de 50% do volume de 4gua a cada 48 h, com renovacao dos
poluentes proporcional a quantidade de agua retirada, os animais foram eutanasiados por
concussao cefélica, seguindo as determinagdes da “American Veterinary Medical Association”
(AVMA, 2020). Os o6rgaos foram retirados e congelados a -80 °C, sendo posteriormente
transportados para o LaBioM, com as amostras armazenadas em eppendorfs, dentro de uma

caixa de isopor com gelo seco.

5.2.4. Andalises Bioquimicas

Amostras de tecido foram homogeneizados individualmente com um homogeneizador

de tecidos ULTRA-TURRAX®, IKA®T10 basic em dois volumes de tampao fosfato salina (PBS)
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— 800 pl para as amostras de figado e 400 pl para as de branquia —, contendo 1,365 M de NaCl,
0,027 M de KCI, 0,054 M de Na,HPO4 (7H20) e 0,018M de KH2POs4, pH 7,2 a 4 °C. O
homogenato foi centrifugado a 10.000 g (HERMLE Z 323 K) durante 30 min a 4 °C. Aliquotas
do sobrenadante foram utilizadas para determinagdo de proteinas totais (BRADFORD, 1976),
utilizando-se como padrdo proteico albumina sérica bovina em leituras de microplaca a 595
nm. Todas as analises bioquimicas ocorreram em duplicatas e foram determinadas no leitor de
microplacas BioTek Synergy HTX.

A determinagdo da atividade da ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) foi realizada
conforme descrita por Kennedy e Jones (1994) que, em sintese, baseia-se na capacidade do
sistema Citocromo P450 associado a enzima CYP1A em converter a etoxiresurofina em
resorufina por meio da técnica de fluorescéncia, na qual ¢ monitorada mediante um filtro de
extingdo de 530 nm e emissdo de 590 nm. A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi
aferida com base no ensaio de Keen; Habig ¢ Jakoby (1976), onde a atividade da GST ¢ aferida
pela sua capacidade de catalisar a reacao do substrato 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em
meio a glutationa reduzida (GSH), formando tioéter que pode ser acompanhado cineticamente
pelo aumento de absorbancia em 340 nm.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) seguiram os protocolos
de Flohe et al. (1984) ¢ Aebi (1984), respectivamente. Brevemente, a atividade da SOD ¢
calculada monitorando sua capacidade de inibir a taxa de redu¢do do citocromo C, em 550 nm,
por meio do sistema xantina-xantina oxidase como fonte de espécies reativas de oxigénio;
enquanto a CAT ¢ avaliada pela sua natureza em catalisar a quebra do perdxido de hidrogénio
(H202) em agua, sendo verificada pela queda da absorbancia em 240 nm.

As andlises dos biomarcadores de lipoperoxidacao (LPO) e o indice de carbonilagdo de
proteinas (PCO) foram realizadas com base nos trabalhos de Buege e Aust (1978), e Colombo
et al. (1994), respectivamente. Resumidamente, a lipoperoxidagdo foi medida por meio do
conteudo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) formado pela quebra de acidos
graxos poliinsaturados, decorrentes da acdo de espécies reativas de oxigénio, que reagem com
o0 4cido tiobarbiturico para formar espécies que possuem uma faixa de absorbancia em 535 nm;
enquanto as concentracdes da PCO foram mensuradas a partir da reacdo de proteinas
carboniladas e o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), na qual produzem fracdes de hidrazonas
que podem ser monitoradas a 370 nm.

Neste trabalho, para as amostras de figado foram avaliados os seis biomarcadores

descritos. Para as amostras de branquia, devido ao baixo volume por amostra, foram estudados
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os biomarcadores GST; SOD; CAT e PCO, além disso, foi calculado a razdo da quantidade de

proteina (mg) pela massa de tecido congelado (mg).

5.2.5. Analise Estatistica

Devido ao tamanho amostral, foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis para comparar os grupos experimentais, seguido pelo teste post hoc de Dunn, e com p
ajustado por Bonferroni (HARWELL, 1988; KITCHEN, 2009; RAZALI; WAH, 2011). Valores
de P <0,05 foram adotados como sendo estatisticamente significativos.

Para identificar os outliers foi empregado o teste Q de Dixon (VERMA; QUIROZ-
RUIZ, 2006) para cada grupo experimental.

Os indices das respostas integradas de biomarcadores (IBR) foram calculados e os
graficos estrela foram computados para avaliar o comportamento e efeito dos diferentes
biomarcadores em respostas aos tratamentos com microplasticos e as nanoparticulas
(BELIAEFF; BURGEOT, 2002; RIBEIRO et al., 2021).

Todos os procedimentos estatisticos foram performados utilizando o software R, versao

4. 3. 3., com os pacotes tidyverse; ggpubr; rstatix; IBRtools e outliers.

5.3. Resultados e Discussiao
5.3.1. Respostas dos biomarcadores nas branquias dos girinos

As respostas dos biomarcadores para os quatro tratamentos estao presentes na Figura 1.

A enzima GST ndo apresentou alteracdes significativas em nenhum dos tratamentos. As
glutationas S-transferase (GSTs) sdo uma superfamilia de enzimas multifuncionais que
desempenham papéis importantes na fase Il da desintoxicagdo (ALLOCATI et al., 2018). Elas
podem catalisar reagdes de conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com agentes eletrofilicos
endogenos ou exdgenos, facilitando sua posterior eliminagdo por proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos (MDR); e, também, catalisar reagdes de reducdo de espécies oxidantes e
reativas, utilizando a GSH, que ¢ convertida em sua forma oxidada (GSSG) (LI, 2009;
ALLOCATTI et al., 2018; UDOMSAK et al., 2024). Devido essas caracteristicas, a GST ¢
comumente utilizada como um biomarcador adequado para avaliagdes ecotoxicologicas em
anfibios (VENTURINO; DE D'ANGELO, 2005; CARVALHO et al., 2020; FERNANDES et
al., 2024).

Parra et al. (2024), verificaram que bivalves da espécie Corbicula fluminea tiveram suas

atividades da GST induzidas nas branquias, na presenca de MPs (0,7 mg/L) e Cd (10 pg/L e 15
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ug/L), isolados e combinados, ap6s uma exposicdo de 7 dias; entretanto, passados 14 dias, foi
notado uma diminuicao da atividade da enzima, que se seguiu até o final do experimento (30
dias). Um resultado semelhante foi percebido por Tlili et al. (2020), onde améijoas da espécie
Donax trunculus, expostas a MPs de PE e polipropileno (PP) (0,06 g/Kg de areia), tiveram um
aumento significativo da GST nas branquias até o sétimo dia de exposi¢ao, € uma redugdo nos
dias 10 e 15.

Apesar dos exemplos anteriores envolverem organismos invertebrados, hipotetizamos
que, se em algum momento houve alteragdes significativas na atividade da GST, essa enzima
foi capaz de catalisar as reacdes de desintoxicagdo de forma eficiente. Apos 15 dias de
exposicdo, 0s organismos possivelmente conseguiram atingir algum grau de adaptagdo ao
ambiente, a ponto de ndo necessitarem dessa resposta enzimatica exacerbada.

Entretanto, destacamos que sdo necessdrios mais estudos, tanto com ensaios agudos,
quanto cronicos, para corroborar — ou refutar — essa hipotese, bem como para esclarecer o
comportamento da GST frente a esses contaminantes em periodos mais curtos de exposicao.
Ademais, acreditamos que andlises histologicas podem elucidar se héd processos de
bioacumulacdo e danos teciduais acarretadas por essas duas substancias, isoladas e conjugadas,
assim como se ha o transporte desses produtos pelas branquias, uma vez que esse 6rgao pode
servir como uma via de entrada de xenobidticos para a corrente sanguinea, e, posteriormente,
para outros orgdos (VITT; CALDWELL, 2013 SCHLENK; DE ALMEIDA, 2023).

As branquias do grupo PE-MPs+TiO-NPs apresentaram um aumento significativo da
SOD (P=0,00167), em relacdo as do controle, das atividades enzimadticas avaliadas (Figura 1).
A SOD desempenha uma fungdo importante no processo de desintoxicacdo celular, mais
especificamente nas reagdes de antioxidagdo, pela presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (KEHRER; ROBERTSON; SMITH, 2010; JOMOVA et al., 2024). Ela ¢ responsavel
por realizar a dismutase de dois &nions superoxidos para uma molécula de perdxido de
hidrogénio (H20z) e uma de oxigénio molecular (KEHRER; ROBERTSON; SMITH, 2010).
Os resultados deste trabalho mostram que, mesmo apds 15 dias de exposicao, a interacao entre
microplasticos e nanoparticulas nesse 6rgdo continuou a desencadear respostas bioquimicas
detectaveis. Isso pode indicar que os organismos ainda estavam respondendo as condi¢des do
meio.

Devido a alta permeabilidade e vascularizacdo das branquias, os microplasticos
conjugados com as nanoparticulas podem ter se bioacumulado nesse 6rgado, resultando em um

aumento na produ¢do de EROs, seja por meio da interagdo entre essas duas substancias, seja
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pelos processos de dessor¢do das nanoparticulas na superficie dos microplasticos, e,
consequentemente, em uma mobilizagdo prolongada do sistema antioxidante dos organismos
(VITT, CALDWELL, 2013; CHENG et al., 2017; ROZMAN et al., 2023; SCHLENK; DE
ALMEIDA, 2023; LIN et al., 2024).

Embora os resultados obtidos ndo permitam afirmar que houve uma alteracio
significativa da catalase nos grupos testes, Shahzad et al. (2022), reportaram que altas doses de
NPs de TiO2 (1,5 mg/L) causam aumento nas atividades da CAT nas branquias de peixes das
espécies Oreochromis mossambicus, ap6s 14 dias de exposi¢ao. Enquanto Barboza et al. (2018),
demonstraram que MPs (0,69 mg/L) isolados, e misturados com mercurio (0,010 ¢ 0,016 mg/L),
também causaram aumento das atividades da CAT nas branquias de peixes juvenis da espécie
Dicentrarchus labrax, apds exposicao aguda de 96h.

Como nao houve alteragcdo nos niveis da PCO e de proteinas (Figura 1), isso pode indicar
que, mesmo em estresse, o sistema antioxidante dos girinos conseguiu manter as estruturas
celulares preservadas, uma vez que altas taxas de carbonilagdo de proteinas indicam danos
oxidativos severos, levando a um comprometimento da integridade estrutural e funcional das
proprias proteinas (DALLE-DONNE et al., 2006; FEDOROVA; BOLLINENI, 2014).

A capacidade de diferentes espécies de girinos em biocumular MPs, sejam de origem
ambiental, sejam a partir de exposi¢des experimentais, ¢ bem documentada na literatura (HU et
al., 2016, HU et al., 2018, KOLENDA; KUSMIEREK; PSTROWSKA, 2020; HU et al., 2022;
CIRKOVIC; RAKONJAC; AJTIC, 2023). Por outro lado, a biocumulacdo de MPs nas
brinquias aparentam ser dependentes de fatores como tamanho dos MPs, tipo de MP,

concentracdo, e a espécies de anfibio.
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Figura 1. Gréficos boxplots das respostas dos biomarcadores bioquimicos nas branquias dos
girinos expostos com microplasticos de polietileno (60 mg/L) (PE-MPs) e nanoparticulas de dioxido de
titanio (10 pg/L) (TiO-NPs), isolados e conjugados (PE-MPs+TiO-NPs), ap6s exposi¢do cronica de 15
dias. Com os valores estatisticos de Kruskal-Wallis apresentados no topo de cada grafico, onde se tem
os valores de chi-quadrado com seu respectivo grau de liberdade (df) (}2(df)), valor de p, e o numero
total de observagdes (n). Os indices de significancia estdo apresentados com asteriscos; onde, **,

p<0,01.
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Hu et al. (2016), observaram que girinos de Xenopus tropicalis (estagios 45-46, de
Nieuwkoop e Faber, 1994) expostos por 1 hora a diferentes concentracdes de MPs de
poliestireno (PS) - 10, 10* e 10° particulas/ml (1 um); 0.1, 10, 10° particulas/ml (10 pm) -,
acumulavam MPs de PS nas branquias, ¢ que a quantidade de particulas bioacumuladas eram
dependentes da dose, mas o tempo de exposi¢ao nao influenciava a taxa de bioacumulacio apos
esse periodo. Por outro lado, De Felice et al. (2018) demonstraram que girinos de Xenopus
laevis (estagio 36, de Nieuwkoop e Faber, 1994; aproximadamente correspondente entre os
estagios 25 a 30 de Gosner) criados até o estagio 46, sob concentracdes de 1 x 103, 2.833 x 10°
e 8.666 x10° particulas/mL de MPs de PS (3 pm); nio apresentavam MPs em suas branquias
no final do experimento. Ja Cai et al. (2024), observaram que girinos de Xenopus laevis (em
estagios 54-56, de Zahn et al., 2022; aproximadamente ~35-41 dos estdgios de Gosner),
apresentavam MPs de Polietileno tereftalato (PET), levemente intemperizado, (1-100 um) (100
mg/L) retidos no intestino, figado, branquias e rins dos organismos mesmo apds 14 dias, com
um tempo de exposi¢ao de 24h.

Em relagdo as NPs, recentes estudos demonstraram que esses materiais podem, também,
bioacumular em girinos, causando diferentes danos nesses organismos. Murthy et al. (2024),
verificaram que girinos da espécie Duttaphrynus melanostictus (estagio 26, de Gosner, 1960),
apos exposic¢ao cronica de 30 dias com diferentes concentragdes de nanoparticulas de 6xido de
ferro (2040 nm) (5 mg/L, 10 mg/L e 50 mg/L); apresentaram bioacumulacido em diferentes
tecidos (sangue, figado e rim), sendo essa influenciada pela dose. Além disso, foram observados
que as diferentes concentracdes de NPs de oxido de ferro causaram danos celulares nos
eritrocitos e alteracdes bioquimicas significativas, todas dependentes da dose.

De Moraes et al. (2025), observaram que uma exposi¢ao cronica de 30 dias, com NPs
de TiO2 (20,5 = 4,2 nm) (10 pg/L), induziu uma simplificacdo do epitélio nas branquias de
girinos de Aquarana catesbeiana (estagio 19, de Gosner, 1960). Nesse trabalho, os autores
também verificaram que uma exposi¢cdo combinada de NPs de TiO; e Cadmio (Cd) (10 ug/L)
causou um aumento da mortalidade em 60 + 5% dos girinos, bem como aumento da
degeneragdo tecidual das branquias.

Também, a combinacdo de MPs com outros poluentes parece causar diferentes efeitos
em girinos, de acordo com a espécie estudada, o(s) tipo(s) de contaminante(s) e a(s) dose(s)
aplicada(s). Tang et al. (2024), descobriram que MPs de PS (1,5 um) (200 pg/L) associados
com Cd (50 pg/L), acarretavam o aumento da taxa de mortalidade, alteracdo da microbiota

intestinal e bioacumual¢do nos orgdos (branquia, figado e intestino) de girinos de Rana
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zhenhaiensis (estagio 26, de Gosner, 1960), quando esses atingiam o estagio 42. Attademo et
al. (2023), observaram que girinos de Rhinella arenarum (estagio 27-29, Gosner, 1960),
expostos a uma mistura de MPs de PE (40—-48 um) (60 mg/L) com Tetrabromobisfenol A
(TBBPA) (10ug/l), durante 30 dias, apresentavam alteracdes bioquimicas significativas
(aumentos da carboxilesterase, glutationa redutase, colesterol e tiroxina), além de
espessamento da parede intestinal e vacuolizagdo/congestao dos hepatocitos.

Essas evidéncias ilustram que, devido as intrincadas e complexas relagdes sinérgicas
envolvendo esses contaminantes, isolados ou conjugados, e seus efeitos nos diferentes anfibios,
ha uma importancia de se estudar diferentes 6rgaos isoladamente para se entender melhor as

dinamicas envolvidas nessas respostas.

5.3.2. Respostas dos biomarcadores no figado dos girinos

O ensaio da EROD permite verificar a atividade da CYP1A1, uma das principais
enzimas do sistema Citocromo P450 envolvida na primeira fase de desintoxicacdo, onde ocorre
a transformacdo dos xenobiodticos em formas mais eletrofilicas, as quais sdo posteriormente
metabolizadas na segunda fase (WHYTE et al., 2000; ANDROUTSOPOULOS; TSATSAKIS;
SPANDIDOS, 2009; MASOOD; KAYANI, 2011). Nao foram observadas diferencas das
atividades da EROD entre os grupos Controle; PE-MPs; TIO-NPs e PE-MPs+TIO-NPs (Figura
2).

Todavia, Yin et al. (2024), realizaram testes in vitro com homogenatos de figado de
tilapias juvenis (Oreochromis mossambics) com diferentes concentragdes de MP de PS (1-
100.000 pg/L), de diferentes dimensdes (0,1-10 um). Apds exposi¢ao de 48 h, os autores nao
identificaram diferencas das atividades da EROD em nenhuma das concentragdes, entretanto,
a combinacdo de MPs (100 pg/L) com outros elementos (Cu?’, Pb**, Zn**, retardante de chamas
e farmacos), em diferentes concentragdes, levaram a diminuigdo da atividade da enzima.

Em outro estudo, Zhang et al. (2019) verificaram que o antibiotico roxitromicina (ROX)
(50 pg/L), combinado com diferentes concentragdes de MPs de PS (0,1 um)— 1, 10 e 100 pg/L
—, produziu respostas distintas da atividade da EROD no figado de Oreochromis niloticus apos
14 dias de exposi¢do. Os peixes expostos & ROX com 10 pg/L de MPs apresentaram supressao
da atividade da EROD, enquanto as concentracdes de 1 e 100 pg/L provocaram um aumento da
atividade enzimatica.

Embora os MPs e NPs ndo tenham causado efeitos no figado dos girinos, os estudos

com modelos de peixes indicam que as respostas dessa enzima podem ser sensiveis a interacao
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de MPs com diferentes contaminantes. No entanto, ainda sdo necessarias mais pesquisas sobre
essa enzima em estudos com anfibios, a fim de verificar se a mesma sensibilidade observada
em peixes também ocorre nesses vertebrados; uma vez que nossos resultados nao detectaram
alteragdes significativas, o que pode indicar uma resisténcia ou adaptacao das espécies em
relacdo aos MPs e NPs apos uma exposicao cronica.

O grupo PE-MPs+TiO-NPs apresentou uma atividade significativamente maior da GST
em relagdo aos grupos controle (P= 0,033) e PE-MPs (P= 0,0036). Embora nao tenha sido
encontrado estudos envolvendo essas duas substancias em espécies de anuros, ou em outros
anfibios, pesquisas com diferentes organismos tém apresentado resultados semelhantes.

Zhang et al. (2022), ao estudarem os efeitos de NPs de 6xido de zinco (ZnO-NPs) e MPs
de PE em minhocas da espécie Eisenia fetida, observaram que exposicdes a 1% e 10% (m/m)
de microplasticos combinados com diferentes concentragdes de nanoparticulas (100, 500 e
1000 mg/kg), durante 14 dias, causaram um aumento na atividade da enzima GST. Da mesma
forma, o estudo de Jeyavani e Vaseeharan (2023) demonstraram que caramujos da espécie
Pomacea paludosa, expostos durante 28 dias a uma mistura de ZnO-NPs (10 pg/L) e
microplasticos de polipropileno (10 pg/L), apresentaram aumento na atividade da GST.

Embora esses exemplos utilizem organismos evolutivamente distantes dos anfibios, os
autores de ambos os estudos, apontam que a sinergia entre os MPs e as NPs podem intensificar
o estresse celular por meio da bioacumulagdo desses contaminantes nos tecidos dos organismos.
Esse processo pode levar a um aumento na producao de EROs e, consequentemente, intensificar
o estresse oxidativo. Como resultado, hd uma maior mobiliza¢do e sobrecarga dos sistemas de
defesa antioxidante. Nessas condi¢des, o aumento da atividade da GST nos girinos pode ter
sido desencadeado pela producao de EROs induzida pela bioacumulagdo e/ou interagdo dos
MPs e NPs nos tecidos.

Outra enzima que apresentou um aumento da sua atividade foi a SOD, na qual no grupo
PE-MPs foi significativamente maior que no grupo controle (P=0,0374) (Figura 2). O aumento
da atividade desse biomarcador no grupo PE-MPs pode indicar que, mesmo apds 15 dias de
exposicdo, a interagdo entre os micropldsticos e os girinos foi capaz de produzir EROs
suficientes para que o efeito se prolongasse por todo o experimento.

Respostas similares também foram observadas no trabalho de Araujo et al. (2023),
envolvendo uma mistura de MPs de PE (2,7 x10® particulas /m®) com 14 poluentes diferentes
(i. e., defensivos agricolas, farmacos, surfactantes, etc.), onde os autores demonstraram que

girinos de Physalaemus cuvieri (estagio 26, de Gosner, 1960) tinham uma redugao de eritrocitos
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vidveis, maior frequéncia dessas células em estagios de apoptose, ¢ um aumento das reagdes
de estresse oxidativo, visto o aumento das atividades dos biomarcadores SOD, CAT e
acetilcolinesterase (AChE), bem como incremento dos niveis de TBARS, apos 30 dias de
eXposicao.

Lin et al. (2024) constataram que girinos de Xenopus tropicalis expostos por 7 dias com
esse mesmo tipo de micropléstico (1 mg/L), tanto nos estados virgens ou sob intemperizagoes,
apresentaram as atividades da SOD aumentadas em decorréncia da producao de superoxidos.
Razmara et al. (2023), demonstraram que MPs (2 mg/L) associados com NPs de cobre (323
ng/L) causam um aumento do estresse oxidativo que, por sua vez, aumenta a demanda de
atividade de enzimas antioxidantes, como a CAT e SOD.

Os niveis de LPO, medidos por meio de TBARS, dos grupos PE-MPs e PE-MPs+TiO-
NPs foram significativamente maiores em relacdo ao controle, (PE-MPs, P= 0,0087) (PE-
MPs+TiO-NPs, P= 0,0087). Por outro lado, as concentragdes de PCO do tratamento PE-
MPs+TiO-NPs demostraram ser mais acentuadas em relagdo aos grupos PE-MPs (P= 0,0065)
e TiO-NPs (P=0,0115), mas ndo ao controle (Figura 1). O processo de LPO ¢ o resultado do
dano oxidativo causado por EROs e radicais que atacam as cadeias poli-insaturadas de acidos
graxos, causando perda da integridade de membranas celulares e lipoproteinas (RODRIGUEZ-
GARCIA et al., 2022).

Assim como a LPO, as PCOs também sao oriundas de processos oxidativos, podendo
ser formadas por aldeidos reativos — produtos da lipoperoxidacdo —, e seus altos niveis sdo
capazes de ocasionar perda funcional de biomoléculas, aumentar as respostas toxicologicas
celulares, inflamatorias, e levar a célula a apoptose (FEDOROVA; BOLLINENI;
HOFFMANN, 2014; RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2022). Portanto, esses resultados apontam
que os MPs de PE isolados, ou conjugados com as nanoparticulas de TiO2, podem produzir
reagdes que desencadeiam produtos reativos capazes de degradar as cadeias lipidicas celulares

do tecido hepatico dos girinos e, quando conjugados, levar a carbonizagdo de proteinas.
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Figura 2. Respostas dos biomarcadores bioquimicos no figado dos girinos ap6s exposi¢ao cronica
de 15 dias com microplasticos de polietileno (60 mg/L) (PE-MPs) e nanoparticulas de dioxido de titanio
(10 pg/L) (TiO-NPs), isolados e conjugados (PE-MPs+TiO-NPs). Com os valores estatisticos de
Kruskal-Wallis apresentados no topo de cada grafico, onde se tem os valores de chi-quadrado com seu
respectivo grau de liberdade (df) (x2(df)), valor de p, e o niimero total de observagdes (n). Os indices

de significincia estdo apresentados com asteriscos; onde, *, p<0,05 **, p<0,01.
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Curiosamente, no artigo de Aragjo et al. (2023), a exposicdo isolada de MPs ndo
produziu alteracdes significativas nos niveis de TBARS. Algumas hipoteses para esse resultado
podem estar na diferenga nas concentragdes utilizadas no experimento, com a concentragao
empregada em nossa pesquisa proxima de 4.24x107% particulas/m>, o uso dos animais inteiros,
ao invés do estudo individual de cada 6rgao; tempo de exposicao diferente do nosso, com os
autores realizando uma exposic¢ao de 30 dias, que pode ter levado os organismos a entrarem em
homeostase apds esse periodo; bem como a propria particularidade bioldgica entre as espécies
utilizadas. Todavia, para que seja possivel corroborar essa hipotese levantada, sugerimos que
mais pesquisas devem ser conduzidas, a fim de observar os reais impactos nas respostas

produzidas entre diferentes espécies de anuros.

5.3.3. Respostas das Respostas Integradas dos Biomarcadores

A Figura 3 apresenta as respostas integradas dos biomarcadores, para o figado e

branquias; assim como a Tabela 1 apresenta os indices das respostas para cada 6rgdo.

Grupo IBRv2 (Figado) IBRvV2 (Branquias)
Controle 0,000 0,000
PE-MPs 8,348 5,785
TiO-NPs 5,786 7,123
PE-MPs+TiO-NPs 10,212 7,411

Tabela 1. Valores dos Indices das Respostas Integradas dos Biomarcadores (IBRv2)
correspondentes aos tratamentos controle, microplasticos de polietileno (60 mg/L) (PE-MPs);
nanoparticulas de TiO, (10 pg/L) (TiO-NPs); e microplasticos combinados com nanoparticulas (PE-
MPs+TiO-NPs). Valores calculados com pacote /BRfools, com base no referencial de proposto por

Sanchez, Burgeot e Porcher (2013).

O IBR ¢ uma ferramenta estatistica empregada para se estudar e monitorar, de maneira
integrada, as multiplas respostas de biomarcadores em contextos ecotoxicologicos, bem como
na avaliagdo da contribuicao de cada biomarcador para os resultados obtidos (CAO et al., 2023).
Embora o IBR nao oferega andlises profundas sobre as relacdes das variaveis, como oferece a
Andlise das Componentes principais (PCA), e seu emprego se faz complementando uma analise
de PCA, ainda ¢ uma opg¢ao segura para avaliar o estresse ambiental (SANCHEZ; BURGEOT;
PORCHER, 2013; BOUHALLAOUI et al., 2017).

O IBR usado nessa avaliagao ¢ a versao /BRv2, do pacote BRtools, o qual € baseado no

trabalho de Sanchez, Burgeot e Porcher (2013); onde os indices sdo calculados com base no

43



conceito de desvio de referéncia - nesse estudo o referencial sendo o grupo controle -, que
aumenta a capacidade de discriminagdo das amostragens, além de levar em conta a regulagdo
positiva e negativa de biomarcadores, fazendo com que essa versao seja estatisticamente mais
robusta.

Com relacao aos padrdes de resposta (Figura 3), os grupos experimentais apresentaram
diferengas nas inducgdes e nas depressdes das respostas para todos os grupos, bem como para

cada 6rgao.

A) PCO B) EROD

CAT

SOD Proteina

PCO TBARS

Controle
GsT CAT ® PE-MPs
@ TiO-NPs

GST ® PE-MPs+TiO-NPs

Figura 3. Gréficos estrela dos Indices das Respostas Integradas dos Biomarcadores (IBR) feitas
a partir do pacote IBRtool, com analise do comando /BRv2, a partir da analise proposta por Sanchez,
Burgeot e Porcher (2013). As linhas acima de O refletem as indu¢des dos biomarcadores, enquanto as
abaixo de 0 indicam reducdo/supressao dos biomarcadores. As cores das linhas representam os
tratamentos controle, microplésticos de polietileno (60 mg/L) (PE-MPs) e nanoparticulas de diéxido de
titdnio (10 pg/L) (TiO-NPs), isolados e conjugados (PE-MPs+TiO-NPs). A), corresponde ao /BRv2

grafico das branquias; B), corresponde ao /BRv?2 grafico do figado.

Nas branquias (Figura 3A), o grupo tratado com TiO-NPs (roxo) mostrou alteragdes
mais acentuadas em alguns parametros, como GST, SOD e CAT; e a exposi¢cdo combinada
(verde escuro) também resultou em alteracdes acentuadas para SOD, CAT e PCO. No entanto,
a intensidade das respostas nos biomarcadores das branquias foi, em termos totais, menor a
observada no figado, o que pode refletir nas diferengas envolvidas nos processos de
bioacumulagdo e dos mecanismos de defesa antioxidantes entre esses dois 6rgaos. Com base
nos indices IBRv2 ¢ possivel observar que em ambos os orgaos, figado e branquias, houve
respostas maiores para os tratamentos PE-MPs+TiO-NPs em relacdo as demais exposi¢des, com

o figado apresentando o maior valor de resposta (Tabela 1). Entretanto, as respostas dos grupos
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PE-MPs e TiO-NPs isolados foram diferentes para cada 6rgdo, onde os valores no figado foram
maiores para o grupo dos microplasticos; enquanto nas branquias, as respostas do grupo TiO-
NPs foram superiores ao grupo PE-MPs. Esses resultados apontam para a diferenca das
interacdes dessas substancias em cada orgdo, ressaltando a importancia de analisa-los
independentemente.

As branquias dos girinos sdo estruturas especializadas em realizar as trocas gasosas e
controlar o equilibrio hidroeletrolitico. Esse 6rgao ¢ formado pelos arcos e tufos branquiais
vascularizados, cuja organizagdo permite uma maior superficie de contato com a agua e maior
eficiéncia na difusdo dos gases pelas membranas celulares (MCINDOE; SMITH, 1984). Além
das caracteristicas estruturais adaptadas, os girinos também realizam o processo de ventilagao
branquial, onde o movimento realizado pela cavidade bucal e faringe, permite um fluxo
constante de dgua sobre as branquias, garantido para o animal uma oxigena¢do adequada
(GRADWELL, 1975; SCHLENK; DE ALMEIDA, 2023). Entretanto, devido essas
caracteristicas de permeabilidade e de contato, as branquias sdo um o6rgdo vulneravel a
contaminantes. Metais, defensivos agricolas, microplasticos e nanomateriais sdo alguns
exemplos de xenobioticos que podem acumular e interagir com essas estruturas provocando
respostas inflamatorias, histopatolégicas, aumento da produgdo de muco, estresse oxidativo, e
degeneracio tecidual (BERNABO et al., 2008; ARAUJO et al., 2020; CAI et al., 2024; TANG
et al., 2024; DE MORAES et al., 2025).

No figado (Figura 3), o grupo exposto a combina¢ao de PE-MPs+ TiO-NPs (linha verde
escuro) apresentou os maiores desvios nos parametros analisados, como CAT, GST, TBARS e
EROD; o que indica um nivel mais elevado de estresse, possivelmente associado a efeitos
sinérgicos entre os contaminantes. Por outro lado, os grupos expostos a PE-MPs (linha azul) e
TiO-NPs (linha roxa), separadamente, demonstraram respostas diferenciadas, indicando
distinto mecanismos e vias bioquimicas envolvidas para cada contaminante.

O figado dos girinos ¢ um 6rgdo multifuncional, desempenha importante fung¢do de
producao e liberagdo de proteinas para a corrente sanguinea, serve como reserva de gordura, e
desempenha respostas fisioldgicas e metabdlicas essenciais a diversos contaminantes, sendo
considerado um 6rgdo de desintoxicag¢do (ZHU et al., 2019; SCHLENK; DE ALMEIDA, 2023).
Contudo, sob pressio de determinados contaminantes, micro/nanoplasticos, nitratos,
agrotoxicos, metais; esse 0rgao pode desencadear respostas de estresse oxidativo, deterioragdao

da funcdo hepatica, inflamagdo, fibrose, efeitos histopatologicos e danos metabolicos
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(CARVALHO et al., 2017; CHAI et al., 2017; BACH et al., 2018; ARAUJO; GOMES;
MALAFAIA, 2020; YANG et al., 2020; ZANG et al., 2024; LUO et al., 2025).

Logo, estes resultados reforcam a hipotese de que essas substancias desencadeiam
distintas respostas bioquimicas nos diferentes 6rgaos; bem como, também, podem influenciar
as respostas de defesa dos girinos dependendo da maneira em que estdo presentes no meio,

isoladas ou conjugadas.

54. Conclusao

A partir das analises laboratoriais, foi possivel concluir que a exposi¢ao cronica de
girinos expostos a concentra¢do de 60 mg/L de PE-MPs, tanto isolado quanto combinado com
TiO-NPs (10 pg/L), foi capaz de induzir diferentes respostas bioquimicas nos tecidos das
branquias e do figado.

Nas branquias, a mistura de micropléstico e nanoparticulas levou a um aumento da SOD,
sugerindo uma mobiliza¢do do sistema antioxidante diante da presenca de EROs. Entretanto, a
falta de respostas dos outros biomarcadores pode ser um sinal que os girinos comegaram a entrar
em processo de adaptagdo.

No figado, as respostas foram maiores, com aumento dos niveis dos biomarcadores
GST, PCO e TBARS, no grupo PE-MPs+TiO-NPs, e da SOD, no grupo PE-MPs, apontando
uma maior sensibilidade desse 6rgdo a esses contaminantes. Além disso, devido a natureza
degradativa da carbonilagdo das proteinas e da lipoperoxidagdo, € possivel que a combinagao
desses xenobidticos tenha comprometido fungdes estruturais e funcionais das células; sendo
necessario uma investigagdo mais aprofundada para essa resposta, como andlises
histomorfologicas.

A andlise do [BRv2 de cada o6rgdo revelou diferentes comportamentos dos
biomarcadores para cada tratamento e 6rgdo. Os indices mostram que o figado apresentou os
maiores valores de resposta nos tratamentos com os contaminantes combinados, indicando
maior suscetibilidade de efeito de estresse nesse 6rgao. J4 as branquias, em compara¢ao com o
figado, responderam com menos desvios entre os tratamentos, o que pode indicar uma
capacidade desse 6rgdo em deslocar esses xenobioticos para o interior do organismo, causando
uma maior circulagdo e dispersao dos contaminantes.

Desse modo, este estudo também destaca a importancia de se avaliar os efeitos de
microplasticos e das nanoparticulas nas formas isoladas e combinadas, bem como a necessidade

de considerar as especificidades de cada 6rgdo na resposta ao estresse quimico. Reforga-se
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também a necessidade de investigacdes complementares, com abordagens histologicas e
moleculares, para compreender os mecanismos de bioacumulacdo, transporte e toxicidade

desses contaminantes em girinos sobre os demais organismos.
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