== PPGCRENAC

INSTITUTO
FEDERAL

Goiano

Campus

Urutai Programa de Pés-Graduagdo em Conservago de
Recursos Naturais do Cerrado

Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Urutai
Programa de Pos-Graduacao em Conservacao de
Recursos Naturais do Cerrado

MUDANCAS COMPORTAMENTAIS EM Oreochromis
niloticus COMO ENDPOINT DA TOXICIDADE DAS
NANOPARTICULAS DE ZnO

RAPHAEL PIRES DE CAMPOS

Programa de P6s-Graduacédo em Conservacao de Recursos Naturais do Cerrado
(Mestrado Profissional)

Urutai, GO
2019



PPGCRENAC

Programa de Pds-Graduagdo em Conservado de
Recursos Naturais do Cerrado

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
Reitor
Prof. Dr. Vicente Pereira Almeida
Pro-Reitor de Pesquisa e Pds-Graduacéo e Inovagao

Prof. Dr. Fabiano Guimaraes Silva

Campus Urutai
Diretor Geral
Prof. Dr. Gilson Dourado, da Silva
Diretor de Pesquisa, P6s-Graduacao e Inovacao
Prof. Dr. André Luis, da Silva Castro

Programa de Pds-Graduacdo em Conservacao de Recursos Naturais do Cerrado
Coordenador

Prof. Dr. Ivandilson Pessoa Pinto de Menezes



RAPHAEL PIRES DE CAMPOS

MUDANCAS COMPORTAMENTAIS EM Oreochromis
niloticus COMO ENDPOINT DA TOXICIDADE DAS
NANOPARTICULAS DE ZnO

Orientador

Prof. Dr. Ivandilson Pessoa Pinto de Menezes

Coorientador
Prof. Dr. Guilherme Malafaia

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacdo em
Conservacdo de Recursos Naturais
do Cerrado para obtencdo do titulo
de Mestre.

Urutai, GO



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/IF Goiano Campus Urutai

C198m Campos, Raphael Pires de.

Mudancas comportamentais em Oreochromis Niloticus como Endpoint
da toxicidade das nanoparticulas de ZnO. / Raphael Pires de Campos. --
Urutai, GO: IF Goiano, 2019.

30 fls.
Orientador: Dr. Ivandilson Pessoa Pinto de Menezes
Coorientador: Dr. Guilherme Malafaia Pinto

Dissertagdo (Programa de Pos-Graduagdo em Conservagao de Recursos
Naturais do Cerrado) — Instituto Federal Goiano - Campus Urutai, 2019.

1. Nanotoxicologia. 2. Toxicologia ambienta. 3. Ecossistemas aquaticos. 4.
Concentragdes ambientais. 5. Peixes. I. Menezes, Ivandilson Pessoa Pinto de.
Il. Pinto, Guilherme Malafaia. Ill. Titulo.

CDU 57




{ | ]
HER INSTITUTO FEDERAL
BBl Goiano o
Repositério Institucional do IF Goiano - RIIF Goiano
Sistema Integrado de Bibliotecas {

TERMO DE CIENCIIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR PRODUCOES TECNICO- !
CIENTIFICAS NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DO IF GOIANO

Com base no disposto na Lei Federal n® 9.610/98, AUTORIZO o Instituto Federal de Educacgdo,
Ciéncia e Tecnologia Goiano, a disponibilizar gratuitamente o documento no Repositério Institucional
do IF Goiano (RIIF Goiano), sem ressarcimento de direitos autorais, conforme permissdo assinada
abaixo, em formato digital para fins de leitura, download e impressdo, a titulo de divulgacdo da
produgao técnico-cientifica no IF Goiano.

Identificacdo da Producdo Técnico-Cientifica

[ ] Tese

[X] Dissertagdo

[ ] Monografia - Especializacdo
[ ] TCC - Graduagéo Trabalho Apresentado em Evento

[ ] Produto Técnico e Educacional . Tipo:

Artigo Cientifico
Capitulo de Livro
Livro

— —— —
[CHTI T Y S R p—

Nome Completo do Autor: Raphael Pires de Campos

Matricula: 2017101330940123

Titulo do Trabalho: MUDANGAS COMPORTAMENTAIS EM Oreochromis niloticus COMO ENDPOINT DA
TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE zZnO

Restricoes de Acesso ao Documento

Documento confidencial: [X] Nao [ ] Sim, justifique:

Informe a data que podera ser disponibilizado no RIIF Goiano: 26/04/2019.

O documento esta sujeito a registro de patente? [ 1 Sim [ X 1Nao

O documento pode vir a ser publicado como livro? [ ] Sim [ X ]Nao
DECLARACAO DE DISTRIBUICAO NAO-EXCLUSIVA

O/A referido/a autor/a declara que:

1. o documento é seu trabalho original, detém os direitos autorais da produgdo técnico-cientifica

e nao infringe os direitos de qualquer outra pessoa ou entidade;

2. obteve autorizagdo de quaisquer materiais inclusos no documento do qual ndo detém os

direitos de autor/a, para conceder ao Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano os
direitos requeridos e que este material cujos direitos autorais sao de terceiros, estdo claramente
identificados e reconhecidos no texto ou contetido do documento entregue;

3 cumpriu quaisquer obrigagdes exigidas por contrato ou acordo, caso o documento entregue
seja baseado em trabalho financiado ou apoiado por outra instituigdo que ndo o Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano.

Goiania _, _26_/ 04 /2019.
Local Data

Assinatura do Autor e/ou Detentor dos glreitos Autorais

Ciente e de acordo:

Assinatura doéa) orlentador(a)



Program O s Gradugdo em Comerviglo de
Feorwn lowuran & (erado

FICHA DE APROVACAO DA DISSERTACAO

Titulo da dissertagiio: MABM ’ M 1 T &M
W‘Mx“fm A3Z A0,

Orientador: Prof. Dr, Ivandilson Pessoa Pinto de Menezes
Coorientador: Prof, Dr, Guilherme Malafaia
Autor: Raphael Pires de Campos

Dissertagiio de Mestrado APROVADA em 27 de feverciro de 2019, como parte das exigéncias
para obtengiio do Titulo de MESTRE EM CONSERVACAO DE RECURSOS NATURAIS DO
CERRADO, pela Banca Examinadora especificada a seguir:

>

Pinto de Menezes Prof. Dr. Esteviio Alves da Silva
~ Campus Urutai Instituto Federal Goiano — Campus Urutai
ente Membro titular

Prof. Dr. Ivandils
Instituto Fede

e
()

Presi

Prof. Dr. Mirciofda Sil{a Aradjo
Universidade Estadual de Gojas™ Campus Ipameri

Vi



AGRADECIMENTOS

Agradeco com carinho a minha mde Nely Maria Fernandes e a minha vo Divina Maria
Gomes pelo incentivo e reconhecimento aos anos dedicados a pesquisa.

A minha namorada Wanessa Fernandes Carvalho pela confianca e por acreditar que juntos

vencerimos os desafios da vida.

Ao meu orientador Prof. Dr. Ivandilson Pessoa Pinto de Menezes pela oportunidade e

confianga no meu trabalho.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Guilherme Malafaia pelo companherismo, dedicacao,

disponibilidade e incentivo durante a execugao deste estudo.

Ao Instituto Federal Goiano campus Urutai, em especial ao Programa de P6s-Graduacdo em

Conservacdo de Recursos Naturais do Cerrado pela formagdo de mestres profissionalizantes.

Agradeco ao Laboratorio de Pesquisas Bilogicas e ao Laboratério de Genética Molecular

pelo planejamento e desenvolvimento dos experimentos.

Ao0s meus amigos e pesquisadores do Laboratorio de Pesquisas Bildgicas: Ms Carlos Mesak,

Thales Quintéo, Caroliny Paixdo e Tenilce Gabriela da Silva pela contribuicéo neste estudo.

vii



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ... .ottt sttt et et e e e e enne e e anneeas X
LISTA DE TABELAS. ... ..ottt e et te et ae e e aeaneaeann e xii
RESUMO ...t et e e e e e et e e e st ae e e e et ae e s tee e et eeenneaeenneeas Xiii
A B ST R A C T e et e e e e e e e r et e et et r e e eneaenreee s e eas Xiv
1. INTRODUGAO. .....cooeeceeeeeeeeeeeee e eesee e s s s en s 1
2. MATERIAL E METODOS.......cuiiieeireiiessisee st sttt ssesens 3
2.1. Animais e delineamento experimental....... ..o 4
2.2. ANAliSES COMPOItAMENTALS. ........eiveeeieereeiirie ettt sttt ettt se et se st e er e e 4
2.2.1. TesSte d0 CAMPO ADEITO. ......ui ittt e bbb e 5
2.2.2. Teste de tranSiGa0 CIAr0/BSCUIOD.......ciuiiiiie it e s 5
2.2.3. Teste de comportamento alimeNTar..........c.ocveeiiieiirieire e e e 6
2.2.4. Teste de resposta defensiva antipredatoria — condi¢do individual.............cccccoviiennenne. 7
2.2.5. Teste de resposta defensiva antipredatoria — condicao coletiva...........cccccevervvevvinenne. 8
2.3. Bioacumulacgéo de Zn e parametros de qualidade da &gua.............ccccovevevievenieeieciecnnene, 9
2.4, ANALISES HOS AAADS. ......eevirieieiie sttt et bbbt sb ettt 11
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccceoiiiiiieiitieietssssies s s 11
4, CONCLUSAD....c. oottt bt et b bbbt et b st st eb ettt er et e 24
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooiiiiie ettt 25

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenhos esquematicos e ordem sequencial de realizacdo dos testes do campo
aberto e de transicdo claro-escuro. (A) Representacdo do aparato utilizado no teste do campo
aberto; (B-C) procedimentos sequenciais realizados logo depois do teste do campo aberto e
(D) representacdo da realizagdo do teste de transicdo claro-escuro. Os nimeros indicados na
figura indicam a sequéncia em que os procedimentos foram realizados. Os nimeros iguais
indicam que os eventos ocorreram simultaneamente ¢ aqueles seguidos de (’) indicam uma
sequéncia mais avancgada da realizacdo de um mesmo procedimento. As cores sd0 meramente

HTUSTTAEIVAS. .ottt ettt ettt ettt ettt e e, 5

Figura 2. Desenhos esquematicos e ordem sequencial de realizacdo dos testes de
comportamento alimentar e de resposta defensiva antipredatdria (condi¢do individual). (A-B)
Representacdo da dinamica sequencial adotada para a realizacdo do teste de comportamento
alimentar. (C) Organizacdo prévia do aparato para posterior realizacdo do (D) teste de
resposta defensiva antipredatéria. Os numeros indicados na figura indicam a sequéncia em
que os procedimentos foram realizados. Os niumeros iguais indicam que 0s eventos ocorreram
simultaneamente e aqueles seguidos de (’) indicam uma sequéncia mais avangada da
realizacio de um  mesmo  procedimento. As cores sd80  meramente

HUSETATIVAS. . ..ottt e et e e et et eeeeeee e ee et eeeeeeee e n et eeeeeeeeseannnereeeeeseanns 6

Figura 3. (A-C) Desenhos esquematicos da ordem sequencial das sessdes do teste de resposta
defensiva antipredatoria (condicéo coletiva): (A) habituacdo, (B) sessdo com predador falso
(iscas artificiais) e (C) com predador verdadeiro (S. brasiliensis). (D) e (E) demonstram as
zonas e quadrantes tracados no fundo do aquario para célculo dos indices de permanéncia na
zona aversiva e de refugio, bem como para a pontuacdo de cluster, respectivamente. As cores
séo meramente

HUSETAEIVAS. . .ottt et e e e e ettt e e e e e e e et et e e e e e et eeeeeeee e eeeeeeeaeans 10

Figura 4. (A) Total de quadrantes cruzados, (B) distancia (cm) percorrida e (C) indice de
ansiedade de Oreochromis niloticus submetidos ou ndo as NPs de ZnO e submetidas ao teste
do campo aberto. As barras indicam a média = desvio padrdo. C: controle; NP-CALlx: 760
pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade (n=16/cada



Figura 5. (A) Laténcia para a primeira ida ao compartimento claro, (B) frequéncia e (C)
tempo de idas ao compartimento claro, bem como (D) total de cruzamento dos quadrantes
tracados no fundo do aquario (proporcional ao tempo de permanéncia dos animais no
compartimento claro) de Oreochromis niloticus submetidas ou ndo as NPs de ZnO. As barras
indicam a média £ desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000
ug/L. Em “A e D”, os dados foram submetidos ao teste ndo-parameétricos de Kruskal-Wallis,
a 5% de probabilidade. J& em “B e C”, os dados foram submetidos a one-way ANOVA,
também a 5% de probabilidade (n=16/cada

Figura 6. (A) Laténcia para alimentacdo do primeiro pellet de racdo, (B) distancia percorrida
antes da primeira alimentacdo e (C) escore de alimentacdo de Oreochromis niloticus
submetidas ou ndo as NPs de ZnO. As barras indicam a media + desvio padréo. C: controle;
NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram submetidos ao teste néo-
parameétricos de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, com pds-teste de Dunn’s, a 5% de

probabilidade (N=16/Cada QrUPO)........cccuerueeierieriereeieseeste st e e e e e e e aearaesre e e e enaesraesrennes 14

Figura 7. Indices de (A) evitamento, (B) fuga explosiva e (C) de comportamento
territorialista registrados para Oreochromis niloticus (expostas ou ndo as NPs de ZnO)
confrontadas com seu potencial predador Salminus brasiliensis. As barras indicam a média +
desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn’s, a 5% de
probabilidade (n=16/cada

Figura 8. Indices de (A) permanéncia na zona de reflgio, (B) aversiva e (C) de cluster de
agregacao registrados para Oreochromis niloticus (expostas ou ndo as NPs de ZnO)
submetidas ao teste de resposta defensiva antipredatdria (condi¢do coletiva). As barras
indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CALlx: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000
pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis, com pos-
teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade (n=16/cada grupo). Letras mintisculas, maiusculas ou
nameros distintas(os), indicam diferencas estatisticas entre as médias do grupo controle, NP-

CAlx e NP-CA100x, respectivamente, nas diferentes sessOes do



Figura 9. Bioacumulacdo de Zn em pool de tecidos corporais de Oreochromis niloticus
(expostas ou ndo as NPs de ZnO). As barras indicam a média + desvio padrdo. C: controle;
NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo-
paramétricos de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade Letras
mindsculas distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (n=16/cada

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos e quimicos das aguas contendo ou ndo diferentes
concentracdes de NPs de

xii



MUDANCAS COMPORTAMENTAIS EM Oreochromis niloticus COMO ENDPOINT
DA TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE ZnO

RESUMO

A toxicidade das nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO) tem sido
demonstrada em distintos modelos animais. No entanto, as concentracfes testadas na maioria
dos estudos sdo comumente muito superiores aquelas potencialmente identificadas no
ambiente. Logo, isso limita as aplicacOes desses estudos na avaliacdo de risco ecotoxicologico
desses nanopoluentes. Nesse sentido, utilizando individuos da espécie Oreochromis niloticus
(tilapias-do-Nilo) como sistema modelo, objetivamos avaliar os impactos das NPs de ZnO
(em concentracdes ambientalmente relevantes — 760 pg/L e 76000 pg/L, por 72h) sobre suas
respostas comportamentais. N&o evidenciamos efeitos prejudiciais das NPs sobre as
habilidades locomotoras dos animais (avaliadas no teste do campo aberto e de transi¢cdo claro-
escuro), tampouco comportamentos preditivos de ansiedade. Por outro lado, a bioacumulagéo
de Zn nos tecidos corporais das tilapias foi correlacionada com as alteragdes no
comportamento alimentar (motivado por pellets de racéo), assim como aos déficits de resposta
defensiva antipredatoria (em condigdes individuais e coletivas).

Quando confrontadas individualmente com seus potenciais predadores (Salminus
brasiliensis), as tilapias expostas as NPs de ZnO apresentaram menores indices de
evitamento, fuga e de comportamento territorialista. J& coletivamente, observamos a
inabilidade dos animais de reconhecerem seus predadores, bem como de diferencia-los de
iscas artificiais (“falsos predadores™). Até onde vai nosso conhecimento, o presente estudo € 0
primeiro a relatar impactos biolégicos decorrentes da curta exposicdo de representantes do
grupo dos peixes a NPs de ZnO. Assim, acreditamos que ele possa ser importante para o
conhecimento acerca dos riscos ecotoxicoldgicos desses poluentes emergentes.
Palavras-chaves: Nanotoxicologia, toxicologia ambiental, ecossistemas aquaticos,

concentragdes ambientais,peixes.
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BEHAVIORAL CHANGES IN Oreochromis niloticus AS ENDPOINT OF TOXICITY
OF ZnO NANOPARTICLES

ABSTRACT

The toxicity of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) has been demonstrated in different
animal models. However, the concentrations tested in most studies are commonly much
higher than those potentially identified in the environment. Therefore, this limits the
applications of these studies in the evaluation of the ecotoxicological risk of these
nanopoluents. In this sense, using the Oreochromis niloticus (Nile tilapia) as a model system,
we aimed to evaluate the impacts of ZnO NPs (in environmentally relevant concentrations -
760 ug / L and 76000 ug / L, for 72 hours) on their responses behavioral. We did not evidence
harmful effects of NPs on the locomotor abilities of the animals (evaluated in the open-field
and light-dark transition test), nor predictive behavior of anxiety. On the other hand, the
bioaccumulation of Zn in the body tissues of the tilapias was correlated with the alterations in
the alimentary behavior (motivated by pellets of ration), as well as to the deficits of
antipredatory defensive response (in individual and collective conditions). When confronted
individually with their potential predators (Salminus brasiliensis), tilapia exposed to ZnO NPs
presented lower rates of avoidance, flight and territorialist behavior. Already collectively, we
observe the inability of animals to recognize their predators, as well as to differentiate them
from artificial baits ("false predators"). To the best of our knowledge, the present study is the
first to report biological impacts resulting from the short exposure of fish group
representatives to ZnO NPs. Thus, we believe that it may be important for the knowledge
about the ecotoxicological risks of these emerging pollutants.

Keywords: Nanotoxicology, environmental toxicology, aquatic ecosystems, environmental
concentrations, fish.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo dos recursos hidricos constitui preocupacdo mundial, reflexo direto do
descarte inadequado de residuos nos ecossistemas aquaticos oriundos das mais diferentes
atividades antropogénicas (Strokal et al. 2019). Mais recentemente, com o advento da
nanotecnologia, uma vasta gama de novos produtos foi criada, beneficiando setores como a
saude, informatica, agronegdcio, dentre outros (Moreira et al. 2018; Bajorowicz et al. 2018;
Alim et al. 2018; Khezri et al. 2018; Sharma et al. 2018). Por outro lado, o descarte
inadequado de residuos contendo nanoparticulas (NPs) pode afetar a salde humana, bem
como o funcionamento e equilibrio dos ecossistemas (Biswas & Sarkar, 2019). Conforme
discutido por Hu et al. (2016), as caracteristicas intrinsecas desses materiais, tais como
tamanho, éarea superficial e capacidade de aglomeracdo/dispersdo podem facilitar a
translocacédo destes pelos sistemas organicos, ocasionando ou potencializando uma variedade
de efeitos prejudiciais a biota.

Dentre os nanomateriais mais utilizados, as nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de
Zn0) sdo mundialmente aplicadas em produtos eletronicos, cosméticos, cataliticos, ceramicas,
pigmentos inorganicos, talcos, tintas, xampus anticaspas, dentre (Piccinno et al. 2012; Parihar
et al. 2018). Alem disso, tem sido avaliada a utilizacdo dessas NPs em processos de
tratamento de dgua (Hong & He, 2012; Dimapilis et al. 2018) e esgoto domestico (Zhang et
al. 2017), remediacdo ambiental (Rajput et al. 2018; Goyal et al. 2018) e para fins medicinais
(Mishra et al. 2017). Logo, é indiscutivel as vantagens e aplicacdes benéficas desses
nanomateriais. No entanto, seus potenciais riscos ecotoxicoldgicos ainda ndo sao amplamente
conhecidos.

Nesse sentido, varios estudos tém avaliado os efeitos da exposicdo de distintos
organismos as NPs de ZnO (Rajput et al. 2018). Reducdo da atividade enzimatica, diminuicao
do numero total de bactérias heterotroficas cultivaveis e unidades formadoras de colonias de
fungos, alterac6es na morfologia celular e impactos sobre a diversidade microbiana do solo
sdo alguns dos efeitos toxicos ja relatados em microrganismos (Shen et al. 2015; Rashid et al.
2017; Manzoon et al. 2016 e Read et al. 2016; respectivamente). Em relacdo as plantas, ja
foram observados prejuizos na germinagdo e crescimento de sementes de Brassica nigra
(Zafar et al. (2016); aumento da producdo de reactive oxygen species em milho (Wang et al.
2016), reduzido conteudo de clorofila nas folhas de Pisum sativum L. cultivadas em solo

contendo NPsd de ZnO (Mukherjee et al. 2014). Além disso, efeitos genotdxicos e



mutagénicos ja foram relatadas em Allium cepa, Vicia faba e Nicotiana tabacum expostas a
NPs ZnO via cultivo hidropénico (Ghosh et al. 2019).

Quanto aos vertebrados, também ja foi relatada uma variedade de efeitos em
mamiferos expostos as NP ZnO (Vandebriel & De Jong, 2012), assim como em
representantes do grupo das aves (Mesak et al. 2018). Em relacdo aos peixes, ja foi observado
aumento do estresse oxidativo em diferentes 6rgdos de Oreochromis niloticus (Kaya et al.
2015; Abdelazin et al. 2018); alteracbes bioquimicas e efeitos histopatolégicos em Cyprinus
carpio L. (Chupani et al. 2018; Deepa et al. 2019); embriotoxicidade in Mugilogobius chulae
(Li et al. 2018), efeitos hemato-imunoldgicos (Suganthi et al. 2018) e genotdxicos em
Oreochromis mossambicus (Shahzad et al. 2019). Tais estudos constituem importantes
contribuicdes para a identificacdo e compreensdo dos efeitos causados pelas NPs de ZnO
sobre os peixes.

Contudo, podemos notar que o foco dessas investigacdes (e de muitas outras,
envolvendo o tema) ndo tem, definitivamente, levado em consideracdo os potenciais efeitos
de concentracdes consideradas ecologicamente relevantes. Estudos recentes, por meio de
modelos preditivos sugerem que as NPs de ZnO estdo presentes nas aguas superficiais em
concentracdes nanométricas (Boxall et al. 2007; Gottschalk et al. 2009; Gottschalk et al.
2011; Sun et al. 2014; Dumont et al. 2015; Markus et al. 2016), isto €, muito inferior aquelas
avaliadas nos estudos supracitados. Portanto, tais investigacdes podem estar fornecendo
resultados superestimados sobre os efeitos desses nanomateriais sobre a biota aquatica.

Outro ponto importante, refere-se a lacuna do conhecimento sobre a influéncia das
NPs de ZnO no comportamento dos peixes. Conforme discutido por Gerhardt (2007),
alteracdes sutis no comportamento dos organismos podem induzir mudancas significativas na
dindmica de suas populacdes e ocasionar flutuacdes nas comunidades locais/regionais. Logo,
alteracdes nos comportamentos dos animais expostos as NPs de ZnO podem constituir
biomarcadores de neurotoxicidade importantes para a identificacdo precoce de impactos da
poluicdo, bem como subsidios para a proposicdo de medidas de mitigacdo ou remediacdo
desses impactos. Nesse sentido, objetivamos avaliar se a curta exposicdo a NPs de ZnO pode
constituir fator de risco a saude dos peixes, utilizando individuos da espécie Oreochromis
niloticus (tilapia-do-nilo) como sistema modelo. Partimos da hip6tese de que baixas
concentragdes de NP de ZnO, por um curto periodo de exposi¢do, induzem alteracGes
locomotoras, preditivas de ansiedade, bem como de déficit alimentar e de resposta defensiva

antipredatoria.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais e delineamento experimental

Utilizamos em nosso estudo 48 individuos juvenis (0,70 g £ 0,04 ge 2 cm + 0,3 cm de
comprimento, de ambos 0s sexos) da espécie Oreochromis niloticus (tilapia-do-nilo; familia
Cichlidae, linhagem GIFT), a qual é originaria do continente africano, tendo sido introduzida
em diferentes paises tropicais e subtropicais (Kolding et al. 1993; Duponchelle & Legendre,
2000). A escolha por esse sistema modelo deu-se em funcdo de sua boa adaptabilidade a
ambientes laboratoriais, alta resisténcia a doencas, facil manejo e, sobretudo, por apresentar
sensibilidade a diferentes poluentes [vide revisdes de Henry (2015) e Yancheva et al. (2015)].
Os espécimes foram obtidos de criadouro comercial (Goiania, Brasil) e trazidos para o
biotério de peixes do Laboratorio de Pesquisas Biologicas (IF Goiano, Urutai, Brasil).

No laboratorio (temperatura e iluminacdo controladas (24 £ 2° C e 12 h claro/12 h
escuro), os animais foram mantidos em aquarios de dimensdes (40 cm de comprimento X 35
cm de largura e 17,8 cm de altura), com agua desclorada (naturalmente), oxigenacéao
constante, sem qualquer substrato de fundo. Os animais foram alimentados (quantidade
equivalente a 3% da biomassa corporal [e.g.: Boscolo et al. (2018)] duas vezes ao dia, com
racdo comercial propria para a espécie, a qual continha os seguintes niveis de garantia: 45%
(min.) proteina bruta (PB), 14% (min.) extrato etéreo (EE), 5% (min.) fibra bruta (FB), 14%
(max.) matéria mineral (MM); e 87% (min.) matéria seca (MS).

Apos 30 dias de aclimatacdo no laboratorio, os animais foram contrabalanceados a
partir da covariavel “peso” para que, no inicio do experimento, nao houvesse diferengas entre
a biomassa corpdrea dos peixes. Posteriormente, os peixes foram distribuidos nos seguintes
grupos experimentais (n=16/grupo): (i) grupo controle, composto por peixes mantidos em
agua isenta de qualquer tipo de NP; (ii) grupo NP-CA1x, formado por animais expostos a
agua contendo NPs de ZnO em concentracdo ambiental preditiva (760 pg/L) e iii) grupo NP-
CA100x, cuja concentracdo de NP de ZnO na agua de exposicdo era 100 vezes superior a
anterior (76000 pg/L = 76 mg/L). Os animais foram expostos aos tratamentos por 72 horas.
Além disso, adotamos um sistema estatico de exposicdo, ndo tendo sido trocadas as dguas ao
longo do periodo experimental.

A concentragcdo ambientalmente relevante definida em nosso estudo foi baseada no
estudo de Boxal et al. (2007), os quais utilizaram algoritmos matematicos para estimar a

concentracdo de NP de ZnO em &guas superficiais. Esses autores consideraram a fracdo



dessas NPs encontradas em produtos cosméticos, de higiene pessoal e tintas, prevendo que a
concentracdo de 760 pg/L representava um cendrio pessimista, o qual desconsiderava a
possibilidade de remocdo desses nanomateriais de rios poluidos e o tratamento de efluentes
domésticos ou industriais antes de seus langamentos nos corpos hidricos. Por outro lado, a
concentracdo definida no grupo NP-CA100x pode representar uma situacdo ainda mais
extrema representativa de um ambiente fluvial receptor de grandes quantidades de NPs de
ZnO via, por exemplo, efluentes industriais/domésticos.

As NPs de ZnO que utilizamos foram adquiridas da Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA (CAS: 544906, 99% de pureza) (didmetro de 68,96 + 33.71 nm), cuja caracterizagao
quimica foi realizada em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa (Mesak et al. 2019).
2.2. Analises comportamentais

No ultimo dia experimental, os animais foram submetidos a diferentes testes
comportamentais, tidos como biomarcadores de neurotoxicidade das NPs de ZnO. Cada
animal foi submetido aos testes de forma sequencial em um mesmo dia e aquério, afim de
evitar estresse adicional em decorréncia de manuseios excessivos, conforme proposto por
Ramos et al. (2008) e realizado recentemente por Souza et al. (2018). Todos os testes foram
realizados em sala especifica com isolamento acustico, controle de temperatura e

luminosidade.

2.2.1. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado a fim de avaliarmos possiveis efeitos dos
tratamentos sobre a atividade locomotora geral dos animais e, em particular, sobre o
comportamento exploratorio, o qual constitui uma resposta crucial a novidade. Para isso,
adotamos os procedimentos descritos por Baker et al. (2018), com algumas modificacdes.
Brevemente, cada animal (individualmente) era introduzido no centro de um aquario (40 cm
de comprimento x 35 cm de largura x 17,8 cm de altura — FiguralA) contendo 10 L de agua
desclorada, cujas laterais eram opacas e brancas. Em seguida, os animais eram filmados por 3
min, permitindo-os explorar livremente toda a dimensdo do aquério. Durante esse periodo
foram registrados o total de cruzamentos dos quadrantes tracados no fundo do aquério,
distancia percorrida, bem como o indice de ansiedade. Esse Gltimo foi calculado com base em
Estrela et al. (2015), composto pela razdo entre a locomocdo dos animais nos quadrantes

centrais e a locomogéo total.



2.2.2. Teste de transi¢éo claro/escuro

Na sequéncia do teste do campo aberto, os animais foram cuidadosamente levados
para uma das extremidades do aquério, por uma diviséria que os impedia de visualizar a
movimentagdo dos pesquisadores na sala de teste. Nessa extremidade, os animais
permaneciam por 2 min, tempo suficiente para que fosse acoplado ao aquario uma estrutura
pré-moldada de cor preta que cobria metade do aquério (parte superior e suas laterais) (Figura
1B-C). Depois disso, a reparticdo que isolava o animal em uma das extremidades era retirada
e, concomitantemente, a outra metade do aquario recebia intensa iluminagdo fornecida por um
iluminador de LED de 6 watts (Figura 1D). Ap6s 3 min de filmagem (contados a partir da
retirada da divisoria que dividia o aquario em dois compartimentos), 0s seguintes parametros
foram registrados: laténcia (s) para primeira ida ao compartimento claro, frequéncia de idas e
tempo (s) de permanéncia no compartimento claro e a atividade locomotora dos animais
(aferida pelo total de cruzamentos dos quadrantes tracados no fundo do aquario, proporcionais

ao tempo de permanéncia no compartimento iluminado).

Figura 1. Desenhos esquematicos e ordem sequencial de realizacdo dos testes do campo aberto e de transi¢do
claro-escuro. (A) Representacdo do aparato utilizado no teste do campo aberto; (B-C) procedimentos sequenciais
realizados logo depois do teste do campo aberto e (D) representacdo da realizacdo do teste de transicéo claro-
escuro. Os numeros indicados na figura indicam a sequéncia em que os procedimentos foram realizados. Os
numeros iguais indicam que os eventos ocorreram simultaneamente e aqueles seguidos de (*) indicam uma
sequéncia mais avancada da realizacdo de um mesmo procedimento. As cores sdo meramente ilustrativas.



2.2.3. Teste de comportamento alimentar

Neste teste avaliamos possivel efeito dos tratamentos sobre o comportamento
alimentar das tilapias, estimulado por pellets de racdo comercial especifica para a espécie,
semelhantemente aos procedimentos adotados por Domingues et al. (2016). Para isso, logo
apos o teste anterior, os animais foram direcionados novamente para uma das extremidades do
aquério (Figura 2A), onde permaneceram por 1 min. Na sequéncia, tal divisoria foi removida
imediatamente ap6s a introducdo de trés pellets esférica de racdo (6,2 mg = 1,5 mg/cada,
totalizando 18,6 mg + 3,8 mg de racdo; 143 mm + 13,19 mm de diametro) na regido central da
extremidade oposta do aquario (Figura 2B). Ao final de 3 min, os seguintes parametros foram
avaliados: laténcia (s) para captura do primeiro pellet de racdo, distancia (cm) percorrida e
escore de ingestdo, tendo sido atribuida uma pontuacao de 0 a 3, equivalente a quantidade de

pellets de racdo ingerida pelas tilapias durante o teste.

Figura 2. Desenhos esquematicos e ordem sequencial de realizacdo dos testes de comportamento alimentar e de
resposta defensiva antipredatéria (condicdo individual). (A-B) Representacdo da dinamica sequencial adotada
para a realizacdo do teste de comportamento alimentar. (C) Organizacdo prévia do aparato para posterior
realizacdo do (D) teste de resposta defensiva antipredatéria. Os nimeros indicados na figura indicam a sequéncia
em que os procedimentos foram realizados. Os ndmeros iguais indicam que 0s eventos ocorreram
simultaneamente e aqueles seguidos de (*) indicam uma sequéncia mais avancada da realizagdo de um mesmo
procedimento. As cores sdo meramente ilustrativas.



2.2.4. Teste de resposta defensiva antipredatéria — condic¢do individual

Neste teste, nosso objetivo foi avaliar se os tratamentos afetaram as habilidades inatas
defensivas dos animais, quando confrontados individualmente com um potencial predador.
Assim, logo apds o teste anterior, os peixes foram novamente direcionados a uma das
extremidades do aquério, onde permaneceram por 1 min. Em seguida, na extremidade oposta,
foi introduzido um juvenil da espécie Salminus brasiliensis e, concomitantemente, a divisoria
que isolava as tilapias foi removida. Vale salientar que os individuos de S. brasiliensis
possuiam 10-11 cm de comprimento e 6,3 g de biomassa corporea, isto é, aproximadamente
cinco vezes mais compridos e quase dez vezes mais pesados que tilapias. Segundo Gubiani et
al. (2010), tal espécie & reconhecida como predadora natural de pequenos peixes em
ambientes naturais. Apos isso, 0s animais foram filmados por 3 min, para posterior registro da
frequéncia de exibicdo do comportamento de evitacdo, fuga explosiva e de territorialismo.

O comportamento de evitacdo foi registrado quando os individuos de O. niloticus
claramente mudavam abruptamente sua rota de natacdo, evitando o confronto direto com seu
predador. Ja a fuga explosiva era registrada quando as tilapias, em confronto com o predador,
saltavam ou nadavam velozmente e desorientadamente em direcdo oposta ao predador.
Ambos comportamentos, foram avaliados, pois constituem parte do perfil de respostas
defensivas naturais de varias espécies de peixes diante de uma potencial ameaca predatéria
(Gerlai et al. 2009; Ahmed et al. 2011). Por outro lado, o comportamento territorialista
[tipicos das tilapias — Barreto et al. (2011)] também foi avaliado. O registro de tal
comportamento ocorria sempre que haviam interagdes agressivas, caracterizadas por ataques
frontais ou laterais de O. niloticus em seus predadores (S. brasiliensis).

Vale ressaltar que os S. brasiliensis foram alimentados momentos antes de serem
introduzidos no aquario teste a fim de ndo predarem as tilapias, servindo-se de estimulo
visual, olfatorio e sensorio-motor. A atividade locomotora desses animais também foi aferida
pelo total de cruzamentos dos quadrantes tracados no fundo aquéario. Assim, 0S
comportamentos das tilapias foram apresentados de forma relativizada, a partir dos indices de
evitacdo, fuga e de territorialismo, dado pela seguinte formula: (1= Fpresa/ ALpredador), onde “I”
refere-se ao indice dado pela razdo entre a frequéncia de exibicdo dos comportamentos da
presa (Fpes = O. niloticus) e a atividade locomotora geral do predador (ALpredador = S.

brasiliensis).



2.2.5. Teste de resposta defensiva antipredatoria — condicdo coletiva

Logo apos a finalizagdo dos testes anteriores, 0s animais voltaram aos seus aquarios
residéncias (no biotério), onde permaneceram por 3 h, para somente depois pudéssemos
avaliar possiveis efeitos negativos dos tratamentos sobre a resposta defensiva predatéria
coletiva. Em seguida, os grupos foram levados a sala de testes, tendo sido introduzidos em
outro aquério (85 cm de comprimento x 40 cm de largura x 40 cm de altura — Figura 3A),
contendo 50 L de &gua desclorada. Nesse aquario existiam dois compartimentos, sendo um
deles denominado de “zona do predador” (Figura 3A), onde posteriormente seriam
introduzidos os potenciais predadores das tilapias. JA o outro compartimento podia ser
explorado livremente pelas tilapias.

Apos introduzir todos 0s animais no aquario, estes permaneceram por um periodo de
habituacdo de 3 min, sendo essa etapa a primeira sessdo do teste (Figura 3A). Posteriormente,
trés peixes (iscas artificiais) de silicone inodoro de cor, tamanho e aparéncia semelhantes a
um S. brasiliensis foram introduzidos na “zona do predador” (Figura 3B), sendo as tilapias
filmadas por mais 3 min. Na sequéncia, os “falsos predadores” foram substituidos por trés
individuos de S. brasiliensis e, as tilapidas, filmadas por mais 3 min (Figura 3C). A segunda e
ultima sessdo foram importantes para avaliarmos se as tilapias responderiam a qualquer objeto
introduzido no aquario ou se conseguiam reconhecer os S. brasiliensis como potenciais
ameacas predatorias.

Para a analises dos parametros comportamentais, inicialmente o fundo do aquario foi
dividido em trés areas (por meio de linhas virtuais), contendo 23,3 cm de comprimento/cada.
A area mais proxima da “zona do predador” foi denominada de “zona aversiva” e a mais
distante, “zona de refugio” (Figura 3D) Para o célculo dos indices de permanéncia nas zonas
aversiva e de reflgio os videos de cada sessdo do teste foram fotografados em intervalos de
10 s (totalizando 18 imagens/sessdo/grupo), adotando-se a seguinte formula: 1 = Nz/Nt, onde
“I”” refere-se ao indice, “Nz” ao numero de individuos localizados nas zonas aversiva ou de
refigio e “Nt” o nimero total de peixes no aquario, multiplicado por 100.

Além desses indices, calculamos os escores de cluster semelhantemente aos estudos de
Parker et al. (2014) e de Faria et al. (2018). Para isso, o assoalho do aquario foi dividido em
quadrantes virtuais de 11,5 cm x 10 cm (total de 24 quadrantes) (Figura 3E). Tais escores
também foram calculados a partir das fotografias dos videos utilizadas anteriormente (i.e.: 18

imagens/grupo), 0s quais corresponderam a razdo entre 0 nmero maximo de peixes em um



Unico quadrante e o total de quadrantes ocupados pelos peixes. Assim, para cada tempo de
analise (de 10 em 10 s) obtinhamos uma pontuacdo de cluster, que refletia maior ou menor
agregacdo dos grupos de peixes em resposta a presenca ou auséncia de seus potenciais
predadores.

2.3. Bioacumulagdo de Zn e parametros de qualidade da 4gua

A fim de correlacionarmos as possiveis alteracbes comportamentais das tilapias em
decorréncia da exposicdo as NPs de ZnO, ao final do experimento os animais foram
eutanasiados para quantificacdo de Zn corporal, com base em Souza et al. (2018), com
algumas modificagdes. = Resumidamente, os animais foram macerados e digeridos em
béqueres que continham 2 mL de solugédo de digestao (&cido nitrico a 75% (HNO3): 70% de
acido perclorico (HCIO4) = 1: 1 v/v) e, posteriormente, colocados em uma placa aquecedora
durante 6 h a 80° C. Apds a digestdo das amostras, os vidros relogios colocados acima dos
béqueres foram removidos e 0 processo de aguecimento continuou a 80° C até a secagem
total. Em seguida, adicionou-se 5% de HNO; para dissolver o residuo da amostra,
completando o volume final para 5 mL. A solucdo foi entdo analisada através de
espectrometria de absor¢do atbmica com chama, conforme procedimentos descritos por Dutra
et al. (2006), utilizando os padrdes de calibracdo 0,1, 1,0 e 10 mg/kg de Zn para validar o
método. Os resultados foram expressos em mg/g de biomassa corpdrea registra ao final do
experimento. Adicionalmente, monitoramos a qualidade fisico quimica das &aguas de

exposicdo duas vezes ao dia, utilizando um multiparametro portatil.
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Figura 3. (A-C) Desenhos esquematicos da ordem sequencial das sessdes do teste de resposta defensiva antipredatdria (condicdo coletiva): (A) habituacdo, (B) sessdo com
predador falso (iscas artificiais) e (C) com predador verdadeiro (S. brasiliensis). (D) e (E) demonstram as zonas e quadrantes tracados no fundo do aquério para calculo dos
indices de permanéncia na zona aversiva e de reflgio, bem como para a pontuagdo de cluster, respectivamente. As cores sdo meramente ilustrativas.
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2.4. Andlises dos dados

Inicialmente a normalidade residual de todos os dados foi verificada utilizando-se o
teste de Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey, a 5% de probabilidade. J& o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar as medias dos dados ndo-paramétricos, utilizando-se como pds-teste o teste de
Dunn’s, também a 5% de probabilidade. Além disso, analises de correlagdo também foram
realizadas de acordo com o método de Spearman’s. Ressalta-se que todos 0s videos dos testes
comportamentais foram analisados utilizando-se o software OpenFLD. J4 a andlise e
elaboracédo dos gréficos foram conduzidas no software GraphPad Prism (versdo 7.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro teste que realizamos foi o do campo aberto, o qual tem sido
extensivamente utilizado na avaliacdo da atividade exploratéria geral de diferentes modelos
animais [e.g.: roedores (Sturman et al. 2018), aves (Faria et al. 2018) e peixes (Carty et al.
2019)]. Tal teste é também comumente utilizado para avaliar efeitos ansiogénicos,
ansioliticos, sedativos ou estimulantes em animais submetidos a varios agentes toXxicos
(Johnson & Hamilton, 2017). Em nosso estudo ndo observamos qualquer efeito nas
habilidades locomotoras dos animais, considerando o total de quadrantes cruzados e a
distancia percorrida durante o teste (Figura 4A-B). Além disso, a proporcdo entre 0s
cruzamentos de quadrantes percorridos na regido central do aquério e o total de cruzamentos
(indice de ansiedade — vide item 2.2.1) ndo revelou efeito ansiogénico ou ansiolitico das NPs

de ZnO sobre as tilapias (Figura 4C).
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Figura 4. (A) Total de quadrantes cruzados, (B) distdncia (cm) percorrida e (C) indice de ansiedade de
Oreochromis niloticus submetidos ou ndo as NPs de ZnO e submetidas ao teste do campo aberto. As barras
indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 ug/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade (n=16/cada grupo).

Também ndo observamos efeitos dos tratamentos sobre qualquer um dos parametros
avaliados no teste de transicdo claro-escuro. A laténcia para locomoc¢do até o compartimento
claro, bem como o tempo e a frequéncia de idas neste compartimento ndo diferiram entre os
grupos experimentais (Figura 5A-C). Além disso, a auséncia de diferencas entre 0s grupos
quanto ao total de cruzamento dos quadrantes tracados no fundo do aquario confirma que a

exposicdo as NPs de ZnO ndo ocasionou hipo- ou hiperatividade nas tilapias (Figura D).
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Figura 5. (A) Laténcia para a primeira ida ao compartimento claro, (B) frequéncia e (C) tempo de idas ao compartimento claro, bem como (D) total de cruzamento dos
quadrantes tragados no fundo do aquério (proporcional ao tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro) de Oreochromis niloticus submetidas ou nédo as NPs de
ZnO. As barras indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Em “A e D”, os dados foram submetidos ao teste ndo-
paramétricos de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Ja em “B e C”, os dados foram submetidos a one-way ANOVA, também a 5% de probabilidade (n=16/cada grupo).
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Por outro lado, observamos diferencas significativas entre os parametros avaliados no
teste de comportamento alimentar. Observamos que 0s animais expostos as NPs de ZnO
apresentaram maior laténcia para se alimentar do primeiro pellet de ragdo (Figura 6A), maior
distancia percorrida no aquério antes da primeira alimentacdo (Figura 6B), bem como menor

escore de alimentacdo (Figura 6C), quando comparados ao grupo controle.
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Figura 6. (A) Laténcia para alimentacdo do primeiro pellet de racdo, (B) distancia percorrida antes da primeira
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alimentacéo e (C) escore de alimentacdo de Oreochromis niloticus submetidas ou ndo as NPs de ZnO. As barras
indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CALx: 760 pg/L; NP-CAL100x: 76000 pg/L. Os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, com pdés-teste de Dunn’s, a 5%
de probabilidade (n=16/cada grupo).

Esses dados sdo particularmente interessantes, uma vez que alteragdes no
comportamento alimentar podem ter consequéncias negativas nas relacfes presas-predadores,
bem como nos individuos, diminuindo suas vantagens competitivas. Apesar de nunca ter sido
relatado alteragdes semelhantes em peixes expostos a concentragcbes ambientais de NPs de
ZnO, efeitos anadlogos ja foram observados em espécies de peixes expostas a distintos
poluentes, tais como farmacéuticos (Nassef et al. 2010; Santos et al. 2018); agrot6xicos
(Baldwin et al. 2009), microplasticos (Lu et al. 2016), nanoplasticos (Cedervall et al. 2012),
dentre outros [vide revisdo de Kasumyan (2001)], cujos mecanismos de a¢do dos poluentes
sdo dependentes dos sistema-modelos e de suas caracteristicas quimicas.

Em nosso estudo, ndo avaliamos 0s possiveis mecanismos de a¢do das NPs de ZnO e,
portanto, estes constituem desafios para investigaces futuras. Contudo, arriscamos sugerir
que a desmotivacdo alimentar observada pode estar associada a aspectos biologicos que
modulam o comportamento alimentar dos peixes. Nesse caso, uma possibilidade estaria
relacionada as mudancas causadas pelas NPs de ZnO nos niveis de serotonina, um importante
neurotransmissor que sabidamente medeia diferentes comportamentos nas tilapias, incluindo
0 comportamento alimentar (Cham et al. 2018). Obviamente, as causas dessas mudancas
podem ser diversas, incluindo danos em rotas neuronais envolvendo regides cerebrais
importantes do sistema serotonérgico dos animais (e.g.: glandula pineal, pretectal, nucleo
periventricular do hipotalamo, assim como dos ndcleos da rafe rostral e caudal). Também néo
podemos descartar a hipdtese das NPs de ZnO terem agido em nivel molecular, alterando, por
exemplo, a expressdo de genes especificos ligados a sintese de serotonina (e.g.: gene RNF38 —
Cham et al. 2018) e/ou de seus receptores celulares. Além disso, é possivel que as NPs
possam ter causado mudancgas nos niveis de mediadores quimicos intracelulares importantes
no funcionamento do sistema serotonérgico, tal como o cAMP, o que afetaria diretamente 0s
niveis de serotonina. O estudo de Tian et al. (2015) relatou que os niveis de cAMP
hipocampal de camundongos expostos a NPs de ZnO foram significativamente reduzidos, o
que reforca essa hipotese. Mecanismo alternativo também pode estar envolvido direta ou
indiretamente a sintese ou liberacdo da pro-opiomelanocortina (POMC), horménio ligado

bioquimicamente a rotas de controle da saciedade, balanco energético, dentre outros (Cowley
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et al. 2001). Em Salmo salar, Hampel et al. (2014) observaram que o0s niveis de RNAm de
POMC aumentou significativamente apds 5 dias de exposicdo ao poluente carbamazepina,
demonstrando que essa rota pode ser afetada por um poluente aquatico.

Por outro lado, é pouco provavel que a exposi¢do as NPs de ZnO tenha causado perda
olfatdria (anosmia) nos animais, o que explicaria a baixa motivacao para a alimentacao. 1sso
porque ja foi demonstrado que a perda olfatéria em peixes induz um estado ansiogénico
Abreu et al. (2016), o qual teria sido observado nos testes do campo aberto e de transicéo
claro-escuro. Além disso, podemos descartar a hipdtese de que mudancas na qualidade fisico-
quimica das &guas de exposicdo causadas pelas NPs de ZnO teriam prejudicado o
comportamento alimentar das tilapias, como ja observado em outros estudos envolvendo
outros poluentes aquaticos [vide revisdo de Kasumyan (2001). Conforme pode ser observado
na Tabela 1, os parametros fisico-quimicos das aguas de exposi¢do ndo diferiram entre os

tratamentos.

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos e quimicos das aguas contendo ou ndo diferentes

concentracdes de NPs de ZnO.

] Grupos experimentais Sumario das anélises
Atributos .
C NP-CA1x NP-CA100x estatisticas

Temperatura (° C) 25,3+0,17 25,7+0,23 26,15+ 0,33 H=3,71;p=0,170
Resistividade

7,06 £ 0,90 7,24 £1,03 7,02 £ 0,68 H < 0,03; p > 0,999
(mQ/cm)
Condutividade elétrica

146,3 £ 22,38 145,8 £ 19,29 145,0 £12,32 H < 0,03; p > 0,999
(mS/cm)
Sélidos totais

) ) 72,63 £12,95 72,41 +9.31 70,05 + 6,20 H=0,01; p=0,980

dissolvidos
Salinidade (%) 0,25+ 0,02 0,225 + 0,04 0,20 £ 0,04 H=0,81; p=0,844
pH 8,4+0,17 7,9+ 0,05 7,9+ 0,04 H=4,21;p=0,129
Oxigénio dissolvido

7,9+0,23 7,6 +0,30 7,3+0,49 H=1,24;p=0,572
(mg/L)

Legenda: C: controle; NP-CA1x: 760 pg/L; NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados representam a média + o desvio
padréo, tendo sido submetidos ao teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade.

NOs também observamos efeitos prejudiciais das NPs de ZnO sobre a resposta
defensiva antipredatéria das tilapias. Quando confrontadas individualmente com seus
potenciais predadores, as tilapias expostas as NPs apresentaram menor indice de evitamento,

menor fuga explosiva e menor comportamento territorialista, quando comparadas aquelas ndo
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expostas (Figura 7A-C). Tais comportamentos evidenciam, portanto, claro déficit responsivo

frente & potencial ameaca predatdria representada pelos S. brasiliensis, o que sugere que

outras regides e/ou sistemas neuroenddcrinos também podem ter sido afetados pela exposigcdo

as NPs de ZnO.
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Figura 7. indices de (A) evitamento, (B) fuga explosiva e (C) de comportamento territorialista registrados para
Oreochromis niloticus (expostas ou ndo as NPs de ZnO) confrontadas com seu potencial predador Salminus
brasiliensis. As barras indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 ug/L; NP-CA100x: 76000
pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn’s, a 5%
de probabilidade (n=16/cada grupo).

Déficit responsivo semelhante também foi observado na condig&o coletiva do teste de
resposta ao predador. Enquanto os indices de permanéncia na zona de seguranca registrados
para os animais do grupo NP-CA1lx foram estatisticamente iguais, nas distintas sessdes do
teste; no grupo NP-CA100x, este indice foi maior na presenca do predador falso (Figura 8A).
Outro indicio de déficit responsivo é fornecido pelos indices de permanéncia na zona
aversiva, tida como a mais proxima da zona do predador e, portanto, aquela que simularia
maior risco de predacdo. Ndo observamos diferencas entre os indices dessa zona registrados
na auséncia de predador (sessdo habituacdo) e na presenca dos S. brasiliensis (grupo NP-
CALlx, Figura 8B). Ja as tilapias expostas a maior concentracdo de NPs de ZnO (grupo NP-
CA100x), embora tenham permanecidas menos tempo na zona aversiva quando os S.
brasiliensis foram introduzidos no aquario, tal indice ndo diferiu daquele registrado na
presenca dos falsos predadores. Logo, esses dados sugerem ndo apenas inabilidade dos
reconhecerem S. brasiliensis como potenciais predadores, mas tambem de distingui-los de

iscas artificiais.
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Figura 8. indices de (A) permanéncia na zona de refgio, (B) aversiva e (C) de cluster de agregagio registrados
para Oreochromis niloticus (expostas ou ndo as NPs de ZnO) submetidas ao teste de resposta defensiva
antipredatéria (condicdo coletiva). As barras indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CA1x: 760 pg/L;
NP-CA100x: 76000 pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, com pos-
teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade (n=16/cada grupo). Letras minusculas, maitisculas ou niumeros distintas
(0s), indicam diferencas estatisticas entre as médias do grupo controle, NP-CAlx e NP-CAL00x,
respectivamente, nas diferentes sessdes do teste.

As andlises de bioacumulagdo nos tecidos corporais das tilapias revelaram incremento
linear da concentragdo de Zn na medida em que a concentragdo de NPs de ZnO nos grupos

experimentais foi aumentada (isto é, efeito concentracdo-resposta) (Figura 9). Além disso,
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observamos correlagdo negativa entre as variaveis “concentragdo de Zn (CZn) vs. laténcia
para a primeira captura” (r = -0,557; p = 0,002), “CZn” vs. “distancia percorrida até a primeira
captura” (r = -0,3813; p = 0,0450), “CZn” vs. “escores de ingestdo de pellets de ragdo” (r = -
0,5944; p = 0,0007), “CZn” vs. “indice de evitamento” (r = -0549; p = 0,0024) e “CZn” vs.
indice de fuga explosiva (r = -0,4022; p = 0,0416). Logo, esses resultados reforcam que os
distirbios comportamentais observados em nosso estudo (tanto de déficit responsivo
antipredatério, quanto de comportamento alimentar) estdo relacionados, de fato, a exposicdo
as NPs de ZnO.

E preciso ponderar que as concentragdes de Zn que identificamos foram aquelas
relativas a biomassa corpérea total das tilapias, o que inclui visceras, branquias, pele,
escamas, dentre outros. 1sso, obviamente, impossibilita inferéncias sobre o acimulo das NPs
em 6rgaos especificos dos animais estudados. Contudo, estudos prévios ja demostraram que
esses nanomateriais podem ser distribuidos sistemicamente, sendo capazes de atravessar
barreiras teciduais/celulares e se acumular em distintos orgdos. Kaya et al. (2015), por
exemplo, ao examinarem o acumulo de Zn em tilapias em decorréncia da exposicéo as NPs de
ZnO (1 e 10 mg/L — por 7 e 14 dias de exposicdo), reportaram alta concentracdo de Zn no
intestino dos animais, seguido pelo figado, rins, branquias, cerebro e tecidos musculares. Por
outro lado, Hao et al. (2012) observaram que as branquias, figado e cérebro de Cyprinus
carpio podem ser 6rgdos de resposta mais sensiveis depois de 14 dias de exposicao as NPs de
ZnO (50 mg/L), sendo o intestino o0 6érgdo menos alterado, mesmo tendo maior potencial de
acumulacdo. J& Souza et al. (2018), relataram acumulo de Zn em tecidos encefalicos de
camundongos que ingeriram agua contendo NPs de ZnO em concentracdo milionésimas vezes
inferior (300 ng/L) aquelas testadas nos estudos supracitadas. Na ocasido, a curta exposicdo a

essas NPs (i.e., 5 dias) induziu comportamentos preditivos de ansiedade nos roedores.
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Figura 9. Bioacumulacdo de Zn em pool de tecidos corporais de Oreochromis niloticus (expostas ou nao as NPs
de Zn0). As barras indicam a média + desvio padrdo. C: controle; NP-CALx: 760 ug/L; NP-CA100x: 76000
pg/L. Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn’s, a 5%
de probabilidade Letras minUsculas distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (n=16/cada

grupo).

Nossos dados também revelam que as NPs de ZnO foram capazes de afetar aspectos
biologicos que ndo sdo restritos a modulacdo do comportamento alimentar, mas também
aqueles que influenciaram negativamente as habilidades das tilapias reconhecerem e
avaliarem a ameaca de predacao representada pelos S. brasiliensis. As respostas defensivas
antipredatdrias em peixes, semelhantes aquelas exibidas por outros animais, sao dependentes
de fatores que incluem as caracteristicas do ambiente e da ameaca (podendo variar de
predador para predador); distancia entre a presa e seus potenciais predadores; tipos e
intensidade de estimulos predatorios oferecidos aos peixes (visual, olfatério e/ou vibratorio);
experiéncia prévia dos animais com o estimulo e com o ambiente, dentre outros (Brown et al.
2006; Ylonen et al. 2007; Balaa & Blouin-Demers, 2011; Goulart & Young, 2013). Mas, €
consenso que a utilizacdo de substancias quimicas liberadas por seus predadores e por outras
presas (como sinais de alarme e de perturbacdo) para mediar uma série de defesas
comportamentais (Michell et al. 2017), constitui aspecto biolégico conservado evolutivamente
em varias espécies de peixes.

Assim, é plausivel supor que as NPs de ZnO podem ter induzido alteracdes nos
mecanismos de deteccdo de substancias quimicas predatdrias que regulam o comportamento
defensivo antipredatorio das tilapias. Conforme discutido por Michel et al. (2017), a detec¢édo
de pistas potencialmente ameacadoras é preponderante para a ativacdo da cascata de respostas

defensivas que se inicia com sinalizacdo neuronal e enddcrina, podendo abranger alteracdes
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na expressdo génica e sensibilizacdo sinaptica, culminando em mudangas fenotipicas
associadas diretamente a uma resposta defensiva antipredatdria. Nesse sentido, é possivel que
as NPs tenham ocasionado reducdo da funcdo olfatoria (hiposmia) nos animais, ao invés de
disfungdes permanentes (perda da viséo) que teriam induzido comportamentos preditivos de
ansiedade, conforme ja demonstrado por Abreu et al. (2016). Estudos anteriores ja relataram
que disturbios olfatérios provocados por poluentes podem impactar, além da habilidade
responsiva, comportamentos importantes dos peixes, tais como aqueles sociais, reprodutivos,
alimentares, locomotores, dentre outros [vide revisdo de Olsén (2011). Assim, tanto a baixa
motivacdo das tilapias para o estimulo alimenticio ofertado (Figura 6), quanto o déficit de
resposta defensiva antipredatoria (individual ou coletivo), podem ter explicacdo relacionada
aos efeitos danosos das NPs de ZnO no sistema olfatorio.

Obviamente os circuitos neuronais, moleculares e celulares que podem ter sido
alterados pelas NPs de ZnO devem ser elucidados futuramente. Assim, no estagio atual do
nosso conhecimento sobre isso, ndo podemos negligenciar a possibilidade das NPs terem
agido em mecanismos que controlam a expressdo de receptores odorantes e a funcionalidade
de neurdnios de transducdo de sinal do sistema olfativo para glomérulos-alvo no bulbo
olfatorio. Nesse caso, tanto a existéncia de rota olfativa de translocacdo bulbo olfatério-
cérebro para as NPs de ZnO (Kao et al. 2012), quanto as investigacfes de Haubruge &
Toutant (1997) e Scott et al. (2003) constituem background para a nossa presun¢do. Em
ambos os trabalhos os autores reportaram déficits de resposta defensiva antipredatéria em
peixes com alteracdes no bulbo-olfatorio provocadas por poluentes. Além disso, ndo podemos
descartar a hipotese das NPs terem induzido altera¢fes na integridade do epitélio olfativo das
tilapias, assim como descrito por Gao et al. (2013) ao evidenciarem que a instilagdo intranasal
desses nanopoluentes em ratos induziu ruptura das estruturas epiteliais olfatérias e
inflamacéo.

Finalmente, € preciso reconhecer certas limitacGes do nosso estudo, as quais podem
servir de ponto de partida para investigacdes futuras. Os efeitos observados em nosso estudo
podem ndo ser, por exemplo, extrapolados para individuos adultos da espécie estudada ou
serem similares em ambos 0s sexos. Apesar dos individuos terem sido randomizados quanto
ao sexo, investigacBes futuras podem explorar a susceptibilidade género-especifica aos efeitos
das NPs de ZnO. Também devemos assumir que as respostas comportamentais de espécies
nativas ou endémicas de localidades receptoras de fontes poluidoras de NPs de ZnO podem

ser diferentes das que observamos no presente estudo. Os efeitos que observamos podem ser
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nessas espécies, mais abrangentes e prejudiciais. Além disso, uma abordagem investigativa
fisiologicamente mais abrangente pode elucidar muitos mecanismos de acdo desses poluentes,
servindo de base importante para avaliacdo do risco ecotoxicoldgico das NPs de ZnO na biota
aquatica.

Por outro lado, deve-se considerar que até onde vai nosso conhecimento, o presente
estudo é pioneiro em relatar efeitos comportamentais em representantes do grupo dos peixes
expostos por curto prazo a concentragdo ambientalmente relevante de NPs de ZnO. Do ponto
de vista experimental, as respostas comportamentais das tilapias mostraram-se sensiveis a
baixa concentracdo das NPs (760 pg/L), o que abre perspectivas para melhor exploragdo deste
sistema-modelo em estudos de toxicidade ambiental envolvendo nanopoluentes emergentes.
Ja as alteracbes no comportamento alimentar e de resposta defensiva antipredatoria
observadas nos animais expostos as NPs de ZnO podem ter grande significado ecoldgico, uma

vez que podem causar prejuizos populacionais e ecossistémicos inimaginaveis.
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4. CONCLUSAO

Com base no que foi exposto, nosso estudo confirma parcialmente a hipotese inicial,
demonstrando que apesar de ndo termos observado alteracbes locomotoras e inducdo de
comportamento preditivo de ansiedade, as NPs de ZnO em concentragdo ambientalmente
relevante (760 pg/L) causa déficit no comportamento alimentar e de resposta defensiva
antipredatéria em O. niloticus. Dado o pioneirismo do presente estudo, nossos dados
constituem apenas a “ponta de um iceberg” que pode representar os riscos ecotoxicoldgicos
associados ao descarte de NPs de ZnO nos ecossistemas dulcicolas. Portanto, sugerimos
fortemente que estudos envolvendo concentragdes ambientalmente relevantes dessas NPs e de

outros nanopoluentes sejam conduzidos.
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