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RESUMO

Embora a toxicidade dos microplasticos (MPs) ja tenha sido relatada, sua potencial transferéncia
entre vertebrados do mesmo grupo taxonoémico, bem como seus impactos em nivels troéficos
superlores sio aspectos ainda pouco explorados. Assim, a partir do estabelecimento de uma
cadeia alimentar experimental envolvendo duas espécies de peixes, testamos a hipotese de que
os MPs de polietileno (MPs PE) podem se acumular nos animais e causar alteracoes
comportamentais, mutagénicas e citotéxicas no nivel trofico superior. Para isso, expusemos
alevinos de Poectlia reticulata aos MPs PE. (por 48 h) e na sequéncia os oferecemos a adultos de
Danio rerio (1.e.: sistema-modelo representante do nivel superior da cadeia alimentar) por um
periodo de 10 dias. A quantificacao dos MPs PE nos alevinos e em diferentes tecidos de Danio
rerio revelou o acimulo desses poluentes nos dois niveis troficos avaliados, sugerindo sua
absorcao, aderéncia e translocacio dentro dos organismos. No nivel trofico superior, esse
acimulo (também observado em D. rerio expostos diretamente aos MPs) for associado aos
distirbios comportamentais. Ao serem confrontados com um potencial predador aquatico
(Geophagus brasiliensis), esses animais exibiram comportamento sugestivo de déficit de resposta
antipredatoria (inferida pela menor coesao do cardume, menor profundidade do cardume e
menor distanciamento do potencial predador). Além disso, os animais expostos aos MPs
exibiram maiores taxas de anormalidades nucleares e alteracoes no tamanho e forma dos
eritrocitos e seus nuicleos, sugerindo efeito mutagénico e citotoxico, respectivamente. Em uma
perspectiva mais ampla, nossos resultados demonstram pioneiramente que os microplasticos sao
transferidos via cadeia alimentar simples (envolvendo dois vertebrados), adentram nos orgaos,
alteram o comportamento e sio capazes de induzir mutagenicidade e citotoxicidade nos animais,
o que pode ter consequéncias ecoldgicas drasticas nos ecossistemas dulcicolas.

Palavras-chaves: Poluicao aquatica, micropoluentes, plasticos, cadela alimentar, vertebrados.



ABSTRACT

Although the toxicity of microplastics (MPs) has already been reported, their potential transfer
between vertebrates of the same taxonomic group, as well as their impacts on higher trophic levels
are aspects that are still little explored. Thus, from the establishment of an experimental food
chain involving two species of fish, we tested the hypothesis that polyethylene MPs (PE MPs) can
accumulate n animals and cause behavioral, mutagenic and cytotoxic changes at the upper
trophic level. For this, we exposed Poecilia reticulata fingerlings to PE MPs (for 48 h) and then
we offered them to Danio rerio adults (i.e., model system representing the upper level of the food
chain) for a period of 10 days. The quantification of PE MPs in fry and in different tissues of
Danio rerio revealed the accumulation of these pollutants in the two trophic levels evaluated,
suggesting their absorption, adherence and translocation within the organisms. At the upper
trophic level, this accumulation (also seen m . rerio exposed directly to MPs) was associated
with behavioral disorders. When confronted with a potential aquatic predator (Geophagus
brasiliensis), these animals exhibited behavior suggestive of deficit of anti-predatory response
(inferred by the lower cohesion of the school, less depth of the school and less distance from the
potential predator). In addition, animals exposed to MPs exhibited higher rates of nuclear
abnormalities and changes in the size and shape of erythrocytes and their nuclel, suggesting
mutagenic and cytotoxic effects, respectively. In a broader perspective, our results demonstrate
pioneeringly that microplastics are transferred via a simple food chain (involving two vertebrates),
enter the organs, alter behavior and are capable of inducing mutagenicity and cytotoxicity mn
animals, which can have drastic ecological consequences in freshwater ecosystems.

Keywords: Water pollution, micropollutants, plastics, food chain, vertebrates.



1.INTRODUCAO

E sabido que uma das relacdes interespecificas de importincia ecologica essencial se
refere a interacao presa-predador em cadeias alimentares (Suedel et al., 1994). Tal interacao
oportuniza as relacoes alimentares entre as espécies dentro de uma comunidade e,
consequentemente, a transferéncia de energia a partir de uma fonte (presa). Por outro lado,
estudos tém demonstrado que a transferéncia trofica de poluentes favorece a dissipacio de
contaminantes entre cadeias alimentares para locais muito distantes da fonte de poluicao. Isso
tem sido observado por exemplo, em estudos com enfoque em diferentes poluentes, tais como
metais pesados (Al et al., 2019; Wang et al., 2020), agrotoxicos (Kim et al., 2019), poluentes
organicos (Corsolini & Sara, 2017; Ding et al., 2020), além daqueles de tamanho reduzido (e.g.:
micropoluentes) e considerados emergentes, dado as baixas concentracoes que podem ser
encontradas nos ambientes naturais (Lailson-Brito et al., 2008).

Um caso particular, refere-se a dissipacio dos microplasticos (MPs) nos ambientes
dulcicolas, bem como seus efeitos na biota aquatica. O grande volume de estudos sobre a
toxicidade desses micropoluentes em animais marinhos (Cole et al., 2011; Wright et al., 2013;
Sa et al., 2018; Bellas & Gil, 2020; Piccardo et al., 2020; Li et al., 2020; Cho1 et al., 2020),
denuncia a caréncia de trabalhos sobre seus efeitos em organismos de dgua doce, além de sua
possivel transferéncia alimentar e impacto nos niveis tréficos superiores. Tal lacuna fica ainda
mais evidente quando se analisa os estudos revistos por Au et al. (2017). De acordo com os
autores, a identificacdo de MPs em predadores de nivel trofico superior que habitam distintos
habitats sugere fortemente que a transferéncia desses poluentes nas cadeias alimentares pode ser
um fenémeno comum nos ecossistemas aquaticos. No entanto, em que nivel tréfico esse
fenomeno pode ser mais comum e quais os efeitos ao serem absorvidos por consumidores de
presas contaminadas sio muito pouco conhecidos.

No ambiente aquatico, a transferéncia fisica dos MPs entre mvertebrados pode ser
observada, por exemplo, de Mytlus edulis a Carcinus maenas (Farrell & Nelson, 2013), de M.
edulis a Necora puber (Crooks et al., 2019) e de mesozooplancton a macrozooplancton (Setili
et al.,, 2014). Ja a transferéncia trofica desses poluentes entre invertebrados e vertebrados foi
demonstrada nos estudos de Cedervall et al. (2012), Batel et al. (2016), Tosetto et al. (2017),
Bour et al. (2018) e, mais recentemente, por Walkinshaw et al. (2020). E indubitavel a
contribuicao desses estudos para compreensio da dispersio dos MPs ao longo das cadeias/telas
troficas, dos fatores que colaboram para o aciimulo nos distintos niveis troficos, assim como para
a 1dentificacdo dos organismos mais ou menos susceptiveis a bioacumulacio e biomagnificacio

desses micropoluentes. Entretanto, grande parte desses e de outros estudos da area tém dado
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enfoque em cadeias alimentares constituidas por organismos marinhos, sendo menor o nimero
de trabalhos que investigaram a transferéncia dos MPs em cadeias alimentares fluviais.

Portanto, ¢ mmperativo reconhecer que o entendimento sobre seus efeitos em
organismos de dgua doce (especialmente vertebrados) ainda é muito superficial (Eerkes-Medrano
et al., 2015; Horton et al., 2017), quando comparado ao que sabemos sobre a presenca e efeito
dos MPs no ambiente marinho (Andrady, 2011; Hidalgo-Ruz et al., 2012; Cole et al., 2011; Bessa
etal., 2018, Jiang, 2018). Particularmente, em relacao aos peixes dulcicolas, nosso conhecimento
sobre os efeitos da poluicao de seus habitats por MPs concentra-se em avaliacoes experimentais
em nivel individual, utilizando concentracbes muito superiores aquelas possivelmente
encontradas nos ambientes naturais (Olivelra et al., 2013; Lu et al., 2016; Karami et al., 2016;
Ding et al., 2018; Lu et al.,, 2018; Pannetier et al., 2020; Wang et al., 2020). Além de
desconhecermos a possivel transferéncia desses poluentes entre vertebrados do mesmo grupo
taxonomico (i.e., de peixe dulcicolas para peixes dulcicolas), nada sabemos sobre sua
subletalidade nesses animais. Logo, evidencia-se a necessidade de mais pesquisas para melhor
entendimento dos 1mpactos dos poluentes absorvidos na transferéncia tréfica de MPs em
sistemas de dgua doce, onde as interacdes quimicas entre organismos e os poluentes podem
diferir daquelas ocorridas em ambientes marinhos.

Nesse sentido, objetivamos investigar a transferéncia trofica dos MPs de polietileno
utilizando alevinos de Poecilia reticulata (como presas) e adultos de Danio rerio (como
consumidores de nivel trofico superior), simulando uma cadeia alimentar estabelecida em
diferentes ambientes dulcicolas. Além disso, visando identificar as consequéncias da ingestao de
presas contaminadas com MPs e da exposicao direta ao poluente, avaliamos possiveis alteracoes
comportamentais (em nivel individual e social), bem como efeitos mutagénicos e citotoxicos no
nivel trofico superior da cadeia alimentar experimental. Além de pressupormos a ocorréncia da
transferéncia trofica entre os distintos nivels troficos, testamos a hipotese de que os MPs
(absorvidos pela via dietética e direta) induzem comportamento preditivo de ansiedade,
alteracoes locomotoras e déficit de resposta defensiva antipredatéria social, além do aumento na
frequéncia de micronucleos (e outras anormalidades nucleares) e alteracoes morfométricas em
eritrocitos circulantes. A partir de diferentes biomarcadores de toxicidade, nosso estudo expande

o conhecimento sobre os riscos ecotoxicologicos dos MPs quando presentes em aguas doces.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microplastico

Utilizamos em nosso estudo microplasticos de polietileno (PE MPs) (Sigma-Aldrich; CAS
number 9002-88-4, densidade de 0.94 g/ml), escolhido em razio de serem um dos polimeros
mais utihzados para a producio de materiais plasticos (Horton et al., 2017). Conforme
caracterizacao quimica detalhada apresentada em estudo prévio do nosso grupo (Aragjo et al.,
2020), os MPs utilizados sao heterogéneos, apresentando tamanho (diametro médio: 35,46 um

+ 18,17 um (média £ SD) e formato variados.

2.2. Modelos animais e cadeia alimentar experimental

A cadela alimentar experimental estabelecida fo1 composta por dois niveis troficos. O
primeiro nivel for composto por alevinos de lebiste selvagem (Poecilia reticulata) adquiridos no
setor de piscicultura do Instituto Federal Golano - Campus Urutai (Goids, Brasil). Esses animais
sao nativos da América do Sul e amplamente distribuidos em diferentes paises (Parenti, 1981;
Bisazza, 1993) e considerados bons modelos experimentais de acordo com a Organisation for
Lconomic Co-operation and Development (OECD) (OECD, 1992). Além disso, a espécie tem
sido utilizada em diversos estudos (eco)toxicoldgicos (Saaristo et al., 2017; Qualhato et al., 2017,
Deacon et al., 2019). Apos a coleta, os animais foram mantidos no Laboratorio de Pesquisas
Biologicas do IF Goiano - Campus Urutai (Urutai, GO, Brasil) até o inicio do experimento em
ambiente com controle de luminosidade (fotoperiodo de 12 h claro/escuro) e temperatura (24°
C+2°0).

O segundo nivel tréfico for composto por adultos de Danio rerio conhecidos
popularmente como “peixe-zebra”. Esses animais foram adquiridos em criadouro comercial
(Golania, GO, Brasil) e seu manejo foi realizado sob condicoes sanitirias convencionais para
criacao de peixes em laboratorio (Dammski et al., 2011). O periodo de aclimatacio dos animatis,
antes de miciar o experimento, foi de 30 dias. Vale salientar que a escolha desses animais se deu
em funcao de representarem espécies consumidoras de pequenos alevinos, serem um dos
modelos de vertebrados mais utilizados na avaliacao da toxicidade de diferentes xenobioticos,
bem como na avaliag¢ao de riscos ecologicos em espécies de dgua doce (He et al., 20145 Chagas

et al., 2019; Malafaia et al., 2020).
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2.3. Procedimentos experimentais € delineamento da pesquisa
2.3.1. Exposicio e preparagio de P. reticulata (Etapa I)

O delineamento experimental adotado fo1 composto por diferentes etapas. Na primeira,
os alevinos de P. reticulata foram distribuidos em dois grupos experimentais [aproximadamente
28 ¢ de P. reticulata foram capturados para comporem a dieta dos Danro rerio, 1.e., + 2 mil
mdividuos|. O grupo controle (C) (n = £+ 1000 alevinos) foi composto por alevinos mantidos em
aquario contendo dgua desclorada naturalmente (sem a adicao de qualquer poluente) e o grupo
microplastico (MP PE) foi composto por animais mantidos por 48 h em dgua (também
desclorada) (n = £ 1000 alevinos); porém, contendo 60 mg/l. de MP PE (Figura 1A). Tal
concentracio ¢ aproximadamente 7 vezes inferior aquela avaliada por Rehse et al. (2016) (400
mg/L), considerada uma concentracio muito acima daquela que pode ser identificada no
ambiente natural. Logo, a concentracao de exposicao adotada no presente estudo (60 mg/L)
aproxima nosso delineamento a uma condicio realista de poluicio, pois conforme discutido por
Anbumani (2018), as concentracoes de MPs em aguas superficiais podem variar muito, sendo de
2 a 7 vezes iferiores aquelas que comumente sdo testadas em laboratoério.

Vale salientar que nessa etapa, adotamos um sistema estatico de exposicao, em que nao
houve renovacao da dgua durante o periodo de 48 h. Ambos os grupos foram alimentados duas
vezes ao dia com ra¢ao comercial triturada para peixes (niveis de garantia: 45% de proteina bruta,
149% de extrato etéreo, 5% de fibra bruta, 149 de matéria mineral e 87% de matéria seca). Ao
final do periodo de exposicao, os animais (de ambos os grupos) foram pesados e separados em
porc¢oes de 0,24 g para servirem de alimento aos peixes-zebra. Anteriormente a separacao das
por¢oes, os animais do grupo exposto ao MP PE foram lavados com agua purificada (via osmose

reversa), a fim de eliminar as particulas que porventura estivessem aderidas a superficie corporal.

2.3.2. Exposic¢io de Danio rerio (Etapa II)

A segunda fase da pesquisa consistiu em distribuir 120 individuos adultos de Danio rerio,
de ambos os sexos (biomassa: 0,54 + 0,129 g; comprimento: 5 cm + 0,71 cm), em trés grupos
experimentais (n = 40/grupo). O primeiro for composto por D). rerio mantidos em agua
desclorada (potes de vidro contendo 2,2 L. de dgua), sem a adi¢ao de qualquer poluente [grupo
controle (C)], os quais foram alimentados com alevinos de lebiste selvagem niao expostos aos
MPs PE. Ja o segundo grupo for composto por peixes mantidos nas mesmas condi¢coes
anteriores, mas que receberam como alimento, alevinos expostos aos MPs (correspondendo ao
grupo de exposicao dietética) (Figura 1B). O grupo de exposicao direta e/ou captacao direta foi

composto por animais mantidos em dgua contendo MP PE (60mg/L) e foram alimentados com

14



alevinos de P. reticulata nao expostos. As dguas dos recipientes dos peixes foram renovadas
completamente em intervalos de 48 h e os parametros fisico-quimicos foram aferidos a cada
troca. As porcoes de alimento foram oferecidas duas vezes ao dia (por um periodo de dez dias),
cujas quantidades foram correspondentes 2 5 9% da biomassa corporea média de cada animal (10

animais/pote = 5,4 g; 0,24 g de alevinos/porc¢ao).

Ftapal

Grupo controle(P. reticulata) @ Grupo MP PE (P. reticulata) ?%

T_l

FISH Ragio
fe a4 e P . g commercial
FGOD para peixes
Ftapall
Comida ofertada: alevinos Comida ofertada: alevinos Comida ofertada: alevinos
(grupo controle) - (grupo exposto a MP PL) @ (grupo controle) @
o
Porcio
contendo 0.24

/10 animais

Grupo controle(Danio rerio) Grupo dieta (Danio rerio) Grupo direta - MP PL (Danio rerio)

Figura 1. Desenho esquematico das etapas I (A) e IT (B) e delineamento geral do experimento.

As cores sao meramente ilustrativas. MP PE: microplastico de polietileno.

2.4. Biomarcadores de toxicidade

Ao final da fase I, no 10 © e 11° dia experimental a atividade locomotora dos animais,
possivel efeito ansiogénico ou ansiolitico, bem como provavels alteracoes na resposta defensiva
antipredatoria do principal consumidor iduzidas pelos tratamentos foram elencados como
biomarcadores de neurotoxicidade. Apods essas avaliagoes, os animais foram eutanasiados e
mvestigamos a possivel mutagenicidade mediante avaliacao da presenca de microntcleos e outras
anormalidades nucleares eritrocitiarias. A citotoxicidade for avaliada a partir de medicoes

geométricas e descritores numéricos dos eritrocitos circulantes e de seus nucleos.
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2.4.1. Testes comportamentais
2.4.1.1. Teste do campo aberto e tanque novo

Para avaliar se a exposicio ao microplistico for capaz de alterar as habihdades
locomotoras, bem como os aspectos da emocionalidade dos animais, os peixes foram submetidos
ao teste de campo aberto e tanque novo, os quais foram realizados no 10° dia experimental. O
teste do tanque novo, adaptado de Grossman et al. (2010), fol realizado em um aquario com as
seguintes dimensoes: 16 cm de altura x 12 cm de comprimento x 11,5 ¢m de largura.
Resumidamente, o teste consistiu em inserir cada animal individualmente em um tanque dividido
em duas porc¢oes horizontais iguais (topo e base) (n=12/grupo) e avalid-lo durante 5 min, quanto
a laténcia para atingir o topo (s); tempo de permanéncia no topo (s); distancia percorrida (cm) e
velocidade de natacio (cm/min) (Fig. 2A).

Outro teste utilizado para avaliar os comportamentos preditivos de ansiedade, fol o teste
do campo aberto, um paradigma experimental utilizado comumente em roedores, mas que vem
sendo largamente inserido em protocolos para mensurar aspectos da emocionalidade e
habilidades locomotoras em outros animais, como anfibios, peixes e aves (Faria et al., 2018;
Hope et al., 2019; Arajo & Malafaia, 2020;). O campo aberto fol representado por uma arena
circular (@ = 15 c¢m; altura da lamina d’agua = 3 cm) e seguiu protocolos preestabelecidos
(Choleris et al., 2001; Stewart et al., 2010), com pequenas modificacoes. O teste consistiu em
mtroduzir cada animal individualmente (n=16/grupo) no centro da arena e filma-los por 3 min
para posterior avaliacao dos seguintes parametros: distancia percorrida (em c¢m), velocidade da
locomocio (em cm/s) e indice de ansiedade, conforme descrito por Estrela et al. (2015), o qual
leva em consideracao o comportamento dos animais na zona periférica e central (Fig. 2B).

A avaliacio da distancia percorrida e da velocidade de natacao em ambos os testes foram
avaliadas durante 3 min. Para 1sso, os registros de videos foram transformados em imagens
sequenciais (totalizando 60 frames - durante 180 s - com ntervalo de 3 s entre cada 1imagem)
(Fig. 2C). A distancia percorrida dos animais for analisada wvia software Image]/Fii

(https://image].nih.gov/ij/download.html), em que o movimento dos animais foi registrado

utilizando a ferramenta “linha segmentada”. A cada imagem um novo ponto da linha era mserido
na regiio central da cabeca do animal e a distincia percorrida foi equivalente ao comprimento
do total de linhas tracadas.

Ressalta-se que, para descartar possivels influéncias de um teste comportamental sob
outro, os animais utilizados para investigacao dos parametros no campo aberto, nao foram os

mesmos submetidos ao teste do tanque novo.
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2.4.1.2. Teste de cardume: habituagio e estimulos aquaticos

Para avaliarmos a influéncia dos MPs PE no comportamento de cardume diante da
presenca de um predador, os D. rerio de cada tratamento foram divididos em oito grupos de
cinco individuos, semelhante a estudos anteriores (Parker et al., 2013; Parker et al., 2014). Os
cardumes foram submetidos separadamente a quatro sessdes comportamentais, realizadas no 11°
dia experimental. Cada sessio do teste consistiu em avaliar o cardume em um aquario
(dimensoes: 40 ecm de comprimento x 25 cm de largura x 35 cm de altura), contendo agua
desclorada naturalmente. A primeira sessao representou o periodo de habituacao a novidade (7
min), considerando que essa etapa pode amenizar os efeitos de manipulacoes experimentais e
fatores externos sofridos anteriormente (Thompson & Spencer, 1996; Leussis & Bolivar, 2006).
Apos 1sso, a atividade locomotora dos animais foi registrada durante 3 min (sem a adi¢io de
estimulos).

Posteriormente, um peixe heteroespecifico nio predador (Macrotocinclus affinis) foi
mserido no aquario. Essa etapa serviu de “controle” experimental, a fim de avaliar se as respostas
dos cardumes ocorriam em decorréncia de qualquer estimulo ou se eram consequentes do
confronto entre presas-predador. Para evitar possiveis influéncias do comportamento desses
animais ao longo das sessoes, utilizamos cinco espécimes. Tais individuos tinham entre 2-3 cm
de comprimento padrao e 0,50 g de biomassa corpérea. A atividade dos animais na presenca do
heteroespecifico foi registrada por 3 min. Por outro lado, para avaliar a resposta do cardume a
um potencial predador, o confronto direto presa-predador for proporcionado. Nesse caso, o
predador aquatico Geophagus brasiliensis (conhecido popularmente como acara) foi introduzido
no aquario e os animais foram novamente avaliados por 3 min. Os potenciais predadores
utilizados tinham entre 9-12 cm de comprimento padrao e 46 g de biomassa corporea, os quais
foram alimentados previamente para evitar a predacao dos D. rerio durante a sessao de teste.

Ao final de cada sessao, o comportamento de cardume dos animais - tido como uma
resposta defensiva - for avaliado a partir da distribuicao de escores de cluster, similarmente a
Parker et al. (2014). Nesse caso, o aparato fo1 divido em 32 compartimentos (medidas: 5 cm de
altura x 6,25 de largura) e o nimero maximo de peixes em um compartimento era dividido pelo
numero total de compartimentos ocupados (Fig. 2D). O agrupamento foi registrado uma vez a
cada 3 s ao longo de 180 s, totalizando 60 avaliacoes por cardume. Esses escores representavam
malor ou menor agregacao do cardume em resposta ou nao a algum estimulo. Também
registramos a distancia de cada individuo do cardume do nao-predador e do predador (Fig. 2E),
com auxilio do software image]/Fiji, a partir da msercao das imagens sequenciais obtidas dos

videos. A distancia (cm) for medida do centro da cabeca de cada individuo do cardume ao centro
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da cabeca do nao-predador/predador, sendo correspondente ao comprimento total da linha

segmentada.

2.4.1.3. Teste de cardume: estimulo predatorio aéreo

Além dos testes mencionados anteriormente, também avaliamos o comportamento do
cardume em resposta a simulacao do ataque de um predador aéreo, a fim de investigar se os
tratamentos afetavam a coesdo e a profundidade do cardume (i.e., distincia entre os animais e a
superficie d'agua). Para isso, utilizamos um modelo de predador, de cor preta, simétrico ¢ de
borracha, o qual possuia envergadura de 24,4 cm. Tal modelo, que simulava uma ave, foi fixado
acima do aquario a uma altura de 60 cm de distincia da superficie d’dgua tendo conexio com o
ambiente externo a sala de teste, de modo que o pesquisador pudesse controlar o momento exato
de sua soltura (Fig. 2F). Assim, apos um periodo de habituacao de 3 min, o modelo fo1 solto,
despenhando-se em queda livre acima do aquario. Ao tocar na superficie d’agua, o modelo fo1
immediatamente recolhido, permanecendo 1movel na sua posicao inicial. O contato do modelo
com a superficie d’dgua (i.e., o ataque simulado) teve uma durac¢ao de 3 s.

O comportamento do cardume foi avaliado 30 s antes ¢ 30 s depois do ataque, quanto a
distancia da lamina d’agua (Fig. 2G) e a agregacao dos idividuos (Fig. 2D). Tais parametros
foram avaliados a partir das imagens sequenciais obtidas dos videos, com intervalos de 1,66 s a

cada imagem durante toda a sessao, totalizando 18 avaliacoes em cada tempo.

18



Zona central

~ +—>Topo

\¢— Base

orbocsodoosncb-, N

Baixo score Alto score

23 cm

Figura 2. Esquema do (A) aparato utilizado no teste do tanque novo, (B) campo aberto (com as
demarcacoes das zonas central e periférica), da metodologia adotada na determinacio da (C) distincia
percorrida pelos animais no teste do campo aberto, (D) no calculo dos escores de cluster utilizados na
avaliacio da coesio do cardume em todas as sessoes e (F) na medicio da distincia entre os D. rerio e
seu potencial predador e da (G) superficie d’dgua. (F) Representacio do teste de resposta ao ataque
simulado por um predador aéreo. (F)) vista de cima para baixo e (F.) vista lateral. As cores sio
meramente ilustrativas.
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2.4.1.4. Avaliagio da atividade dos animais estimulo

Assumindo que o comportamento dos animais utilizados como estimulos pode
influenciar a resposta defensiva da presa, também avaliamos o comportamento dos M. affinis ¢
G. brasiliensis utilizados no teste de resposta ao nao predador/predador (respectivamente), com
o objetivo de descartar influéncias de diferencas comportamentais desses animais quando
confrontados com os cardumes de D. rerio. Assim, a partir das 1imagens sequenciais dos testes
avaliamos a distincia percorrida (em cm) dos animais estimulo (.e., M. affinis ¢ G. brasiliensis)
durante os testes, considerando que esse parametro pode modular a resposta defensiva dos D.

rerio.

2.4.2. Mutagenicidade

O potencial mutagénico dos MPs PE foi avaliado por meio do teste do micronucleo e
outras anormalidades nucleares eritrocitarias, o qual tem sido amplamente utiizado em estudos
(eco)toxicologicos (Amaral et al., 2018; Aragjo et al., 2019; Borges et al., 2019). Brevemente, o
teste fo1 realizado a partir da metodologia descrita em Montalvao & Malafaia (2017), a qual
consistiu em coletar 10 yL. de sangue (via pun¢ao venosa da veia caudal) para posterior confeccio
de esfregacos sanguineos em laminas previamente higienizadas (duas laminas por animal -
n=12/grupo). Em seguida, as laminas foram fixadas em metanol a frio 100% (v/v) (Dinamica®,
Sao Paulo, Brasil) e coradas por 5 min com Panético Ripido® (Laborchn®, Parana, Brasil). As
laminas foram analisadas em microscopia éptica em objetiva de 100x (com oleo de imersao). No
total, 1000 eritrocitos/peixe foram contados [similarmente a Bicker & Conceicao (2012) e
Hussain et al. (2018)] a fim de avaliar a presenca de micronucleos, com base em critérios
relatados por Fenech (2007). Ja a presenca de outras anormalidades nucleares (i.e., nicleos
entalhados, constricio assimétrica/simétrica, niucleo com broto, entre outras) for avaliada com

base nas descri¢oes de Chagas et al. (2019).

2.4.3. Citotoxicidade

A morfometria eritrocitaria também foi realizada utilizando-se o software Image],
conforme procedimentos descritos em Araujo et al. (2020). Para cada grupo experimental foram
obtidas fotomicrografias de diferentes campos de visao das laminas de esfregaco sanguineo
confeccionadas anteriormente (via microscopia optica, objetiva de 100x, com oleo de 1mmersio)
(10 fotomicrografias/peixe, uma de cada lamina confeccionada). Em cada campo de visiao foram
avaliados 10 enitrocitos, totalizando 100 células/peixe e 1200 células/grupo (n=12 peixes/cada).

Os parametros “elongacio” e “circularidade” foram utilizados para avaliacio do efeito dos
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tratamentos sobre a forma dos eritrocitos e seus nucleos. Ja a area (um’) e o volume (um’) nuclear
e citoplasmatico foram tomados como descritores numéricos indicativos de alteracoes de
tamanho. Os procedimentos utilizados no processamento das imagens e analise morfométrica

(via software Image]) sao detalhados em Vieira et al. (2019).

2.4.4. Glicemia

Para investigar a possivel interferéncia dos MPs no metabolismo energético, bem como
sua relacao com a resposta defensiva dos animais, a taxa glicémica dos animais fo1 avaliada. A
determinacdo da glicemia dos animais foi realizada por meio do método testado previamente
para D. rerio (Gleeson et al., 2007; Capiotti et al., 2014), o qual consistiu coletar 10 ul de sangue
via pulsao cardiaca e posterior utilizacao de sistema comercial de tiras-teste para quantificacao de
glicose (Accu-Chek Advantage Roche Diagnosis®), cujo principio bioquimico consiste na reacio
da enzima glicose desidrogenase com a coenzima (PQQ), convertendo a glicose na amostra em
gluconolactona. Esta reacao cria uma corrente elétrica medida por um monitor que € interpretada

como glicemia. Os dados coletados siao expressos em mg/dL de sangue.

2.5. Quantificacio de microplasticos

Para possivel associaciao entre os resultados dos testes comportamentais, mutagénicos,
citotdxicos e a absorcio dos MPs PE, quantificamos os micropoluentes nas branquias, figado e
cérebro dos animais do tltimo nivel tréfico da cadela alimentar (D. rerio). Além da quantificacao
nos tecidos de D. rerio, também investigamos a presenca de MPs PE em doze individuos iteiros
de Poecilia reticulata e na dgua das diferentes exposicoes ao longo do experimento. Para isso,
adotamos a metodologia descrita em Arawo et al. (2020), cujos procedimentos incluiram,
sequencialmente e resumidamente, a pesagem, digestao acida dos tecidos, seguida de filtracao da
solu¢ao em bomba a vicuo, lavagem das membranas com dgua purificada, evaporacao da dagua
em chapa aquecedora, coloracio do residuo com o corante vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich,
CAS number 7385-67-3), adicio de dgua purificada e nova filtracio a vicuo. Posteriormente, as
membranas filtradas foram fotografadas em aumento de 10x em microscopia de fluorescéncia
(BEL Engineering”, modelo FLUOB3, Siao Paulo, Brasil) para posterior quantificacio dos MPs
no software Image]J.

Para a contagem dos MPs PE na dgua, nos P. reticulata e nos 6rgaos de D. rerio adotamos

metodologia proposta pela Norma Técnica n. 1.5.303 da Companhia de Tecnologia de

Saneamento Ambiental (CETESB) (CETESB, 2005). O nimero de MPs era obtido pelo
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software Image] e, posteriormente, relativizado com o volume de dgua analisada e biomassa dos

orgaos ou animais digeridos nicialmente.

2.6. Qualidade fisico-quimica das dguas de exposi¢ao

Ao longo do periodo de exposicao, a qualidade fisico-quimica das daguas de exposicao
também foram monitoradas por meio de uma sonda multiparimetro (Instrutemp®, modelo
I'TPH, Sao Paulo, Brasil). As medicoes foram realizadas a cada 48 h, periodo em que havia a

renovacao total das dguas de exposicao.

2.7. Analises estatisticas

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) e o teste de Kruskal-Wallis for utilizado para comparar as médias dos dados nio-
paramétricos, utilizando-se como poés-teste o teste de Dunn’s (ambos a 5% de probabilidade).
Por outro lado, os dados relativos a quantificacaio dos MPs nos orgiaos dos animais foram
analisados com teste pareado. Nesses casos, o teste ¢de Student foi utilizado para comparar os
dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney foi aplicado aos nio paramétricos, também a 5%
de probabilidade. Ressalta-se que as andlises estatisticas e elaboracio dos graficos foram

conduzidas no software GraphPad Prism (versao 7.0).

3. RESULTADOS
3.1. Quantificacio e caracterizacio dos MP PE

Tanto os P. reticulata do grupo "microplastico” expostos primeiramente, quanto os
mdividuos de . rerio expostos pela via dietética e captacio direta acumularam particulas
plasticas. Os MPs PE foram encontrados nas branquias (Figura 1S), figado (Figura 1S) e cérebro
dos peixes que compuseram o nivel trofico superior, em ambas as vias de exposicoes. Contudo,
observamos um maior nimero de MPs PE nos animais expostos diretamente ao poluente, em
compara¢ao com o grupo exposto pela via dietética (Fig. 3). Além disso, identificamos MPs PE
nas aguas do grupo de captacao direta, o que nao ocorreu nos grupos controle (ambas as etapas)
e no grupo “dieta”. A concentracio média na agua, no grupo “direta”, avaliada ao longo do
experimento, for de 55,22 mg/L, se aproximando da concentracio nominal definida em nosso

estudo. A média do numero de MPs encontrados no organismo de P. reticulata foi de 38,08 MPs
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PE/mg de peixe, os quais podem ser observados na Figura 3D, a qual demonstra fluorescéncia

emitida pelos poluentes no corpo dos animais.
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Figura 3. (A-C) Numero de MPs PE identificados nos orgaos dos peixes (Danio rerio). (D)

Imagens dos MPs PE no trato gastrointestinal de alevinos de P. reticulata, a seta branca indica

a presenca de microplasticos (em amarelo) no trato gastrointestinal. As barras indicam a média,

cujos dados foram submetidos ao teste de Student para comparar os dados paramétricos (em

“A”) e o teste de Mann-Whitney fo1 aplicado aos niao paramétricos (em “B” e “C”), ambos a

5% de probabilidade. Letras mintsculas distintas indicam diferencas significativas entre os

grupos. MP PE: microplastico de polietileno.

Nio observamos diferencas significativas no nimero de particulas entre os 6rgaos dos

animais do grupo dieta (Fig. 4). Entretanto, os nimeros de MPs PE acumulados nas branquias,

figado e cérebro do grupo exposto diretamente foram de 7,37, 25,39 e 40,76/mg de peso,
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respectivamente. Notavelmente, nesse mesmo grupo, as particulas plasticas se acumularam
principalmente nos tecidos internos (figado e cérebro), e uma quantidade menor de particulas

ficaram retidas no tecido externo avaliado (branquia) (Fig. 4).
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Figura 4. Nimero de MPs PE identificados nos orgaos de Danio rerio. As barras indicam a
média, em que os dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste
de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis for utilizado para comparar as médias dos dados nao-
paramétricos, utihizando-se como pos-teste o teste de Dunn’s (ambos a 5% de probabilidade).
A comparacdo par a par entre os mesmos 6rgaos, nos diferentes grupos, foi feita através do
teste ¢ de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney fo1 aplicado aos nao
paramétricos, ambos a 5% de probabilidade. Letras minusculas distintas indicam diferencas
significativas entre os 6rgaos (i.e.: branquiase vs. branquiass) e as letras manisculas distintas
mdicam diferencas significativas entre os distintos 6rgaos do mesmo grupo (1,e.: branquiaoe vs.
figadoor: vs. cérebroo). MP PE: microplastico de polietileno; B: branquia; F: cérebro; DIE:

grupo exposto dieteticamente; DIR: grupo exposto por captacio direta na agua.

3.2. Biomarcadores comportamentais

Por outro lado, nos testes de tanque novo e campo aberto, pudemos observar que os
tratamentos nao afetaram os comportamentos de emocionalidade dos animais e suas habilidades
locomotoras (Fig. 5). No entanto, o acimulo de MPs PE nos tratamentos fo1 associado as
alteracoes observadas no teste de cardume, em que os grupos expostos apresentaram
comportamento distinto dos peixes do grupo controle. Enquanto o aumento dos scores de cluster
desse ultimo revela maior coesio do cardume na presenca do potencial predador aquatico e no
ataque de predacio aérea simulada, nos demais grupos nao observamos diferencas entre as

distintas sessoes do teste (sem e com o G. brasiliensis) (Fig. 6A-B). Conforme observado na
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Figura 7A, na sessiao do estimulo predatério aquatico, todos os tratamentos diferiram entre as
sessoes (com e sem predador), quanto ao parametro de “distancia presa-predador”. Contudo, o
grupo controle permaneceu ainda mais distante do potencial predador, o que revela um déficit
parcial dos tratamentos ao terem um menor distanciamento. Na avaliacio do cardume frente ao
estimulo aéreo, a disparidade comportamental exibida pelos tratamentos em comparacio com o
grupo controle, foi inferida pela menor profundidade do cardume apés o ataque simulado (Fig.

7B).
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Figura 5. (A-)) Parametros relativos aos testes preditivos de ansiedade avahiados
individualmente nos diferentes grupos de Danio rerio. As barras indicam a média, em que os
dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste
de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar as médias dos dados ndo-paramétricos,

utilizando-se como pos-teste o teste de Dunn’s.
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Figura 6. (A-B) Scores de cluster do comportamento dos . rerio na auséncia e presenca

dos estimulos predatorios no teste para avaliacio do cardume. As barras indicam a média.

Em “A”, os dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de

Tukey e o teste de Kruskal-Wallis for utilizado para comparar as médias dos dados nao-

paramétricos, utilizando-se como pos-teste o teste de Dunn’s. Em “B”, os dados foram

comparados par a par pelo teste £ de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-

Whitney for aplicado aos nao paramétricos, ambos a 5% de probabilidade. O antes e depois

do estimulo predatorio foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Letras mintisculas

distintas indicam diferencas significativas entre os grupos. H: habituacao; NP: nio predador

(M. attinis) e P: predador (G. brasiliensis).
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Figura 7. (A) Distancia dos peixes na auséncia e presenca dos estimulos predatérios no teste

para avaliacio do cardume. (B) Distincia do cardume da lamina d’dgua antes e depois do
estimulo predatério aéreo. NP: nio predador (M. affinis); P: predador (G. brasiliensis); A:

antes do estimulo; D: depois do estimulo.

Além disso, nossos dados demonstram que o comportamento dos D. rerio nao foi
mfluenciado pelo comportamento dos animais estimulo [i.e., ndo-predador (M. affinis) e
predador (G. brasiliensis)], cuja distancia percorrida (em c¢m) avaliada foi semelhante nos testes

dos distintos grupos (Fig. 8A-B).

®
®

150 T T T 200 T T T

Flor = 0,2007:p = 0,8200

T

150
100+

100

50

Distancia (cm) percorrida
pelo nio-predador
(M acrotocinclus attinis)
Distincia (cm) percorrida
pelo predador
(Geophagus brasiliensis)

0 T 0 T
Controle Diecta Direta Controle Dieta Direta

Figura 8. Distancia percorrida (cm) pelos estimulos (A) nio predatério e (B) predatorio
durante as distintas sessoes dos testes. As barras indicam a média, os dados paramétricos foram
submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar as médias dos dados nao-paramétricos, utilizando-se como pos-teste o

teste de Dunn’s a 5% de probabilidade.
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3.3. Mutagenicidade

Na avaliacio mutagénica, observamos que os animais expostos aos MPs PE (grupos
“dieta” e “direta”) apresentaram frequéncia total de anormalidades nucleares 5,71 e 5,06 vezes
maior que a do grupo controle, apds 10 dias de exposicio, respectivamente (Fig. 9A). O total de
anormalidades encontradas mcluia nicleos eritrocitarios com constri¢io nuclear (Fig. 9D-E),
eritrocitos binucleados (Fig. 9F), nicleos multilobados (Fig. 9M), com a presenca de brotos (Fig.
9L), em forma de rim (Fig. 9G), nucleo deslocado (Fig. 9H), presenca de micronucleos (Fig. 9C),
vacuolo nuclear (Fig. 9]) e nicleos entalhados (Fig. 9KJ). Com relacao a frequéncia individual
das anormalidades eritrocitarias encontradas, notamos que para a maioria nao houve diferenca

significativa entre os grupos “dieta” e “direta” (Fig. 10A-E).

®

H=17,07;p=0,0002
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Figura 9. (A) Frequéncia total de anormalidades nucleares encontradas nos Danio rerio expostos ou
nao aos MPs PE. As barras indicam a média dos dados. Letras mintisculas distintas indicam diferenca
entre os grupos. (B-M) Fotomicrografias representativas dos eritrocitos de Danio rerio expostos ou nio
a MPs PE. As linhas pontilhadas destacam os limites celulares e os nucleos eritrocitarios. Eritrécito
normal (B), com micronucleo (C), constricoes nucleares (D e E), eritrocito binucleado (F), em forma
de rim (G), nucleo movido/deslocado (H e 1), vactolo nuclear (J), nucleo entalhado (K), nicleo com
broto (L) e eritrécito multilobado (M).
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Figura 10. (A-F) Frequéncia de anormalidades nucleares eritrocitarias identificadas em adultos
de Danio rerio expostos ou nao aos MPs PE. As barras indicam a média, cujos dados
paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste de
Kruskal-Wallis fo1 utilizado para comparar as médias dos dados nao-paramétricos, utilizando-
se como pos-teste o teste de Dunn’s a 5% de probabilidade. Letras minusculas distintas indicam

diferenca entre os grupos.

3.3. Citotoxicidade e glicemia

Na avaliacao da citotoxicidade, observamos que os tratamentos induziram alteracoes no
tamanho e na forma dos eritrocitos e de seus nicleos. Tanto a ingestao de P. reticulata expostos
previamente aos MPs PE, quanto a exposicao direta dos D. rerio ao poluente foram associadas

a reduzida drea e volume das células (e seus nucleos) (Fig. 11A-D). As alteracoes na forma dos
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eritrocitos (e de seus nucleos), o que podem ser inferidas pela maior elongacao e menor

circularidade (Fig. 12A-D). Ja em relacao a glicemia, tida como parametro indicativo de alteracoes

no metabolismo energético, observamos efeito hipoglicémico dos MPs nos animais tanto dos

grupos “direta”, quanto “dieta” (Figura 13).
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Figura 11. Area e volume citoplasmatico e nuclear de eritrocitos de . rerio submetidos ou

nao aos MPs PE. As barras indicam a média + desvio padrio, cujos dados paramétricos foram

submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis foi

utilizado para comparar as médias dos dados nao-paramétricos, utilizando-se como pos-teste o

teste de Dunn’s a 5% de probabilidade. Letras mintsculas distintas indicam diferenca entre os

grupos.
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Figura 12. Elongaciao e circularidade dos eritrocitos e de seus nicleos de D. rerio submetidos
ou nao aos MPs PE. As barras indicam a média + desvio padrio, cujos dados paramétricos
foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis fo1
utilizado para comparar as médias dos dados niao-paramétricos, utilizando-se como pos-teste o
teste de Dunn’s a 5% de probabilidade. Letras mintsculas distintas indicam diferenca entre os

grupos.
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Figura 13. Glicemia de D. rerio submetidos ou nao aos MPs PE. As barras indicam a média +
desvio padrio, cujos dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste

de Tukey, 5% de probabilidade. Letras mintsculas distintas indicam diferenca entre os grupos

3.5. Qualidade fisico-quimica das dguas de exposigio

No6s também avaliamos se os MPs PE poderiam afetar a qualidade da dgua e, por
conseguinte, ocasionar alteracoes biologicas que pudessem “mascarar” os efeitos desses
poluentes. No entanto, nenhum dos parametros fisico-quimicos avaliados foram alterados
(Tabela 1), o que descarta a hipotese de influéncia dessas variaveis sobre as alteracoes reportadas

anteriormente.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos medidos ao longo do periodo experimental.

Parametros avaliados

Grupos experimentais*

C

DIE DIR

Sumario estatistico* *

pH

Temperatura (°C)

Salinidade (*/oo)

Condutividade elétrica (uS/cm’)

Solidos totais dissolvidos

Resistividade elétrica (Qm)

Oxigénio dissolvido (mg/L)

8,296 = 0,2923

22,5 +0,8888

0,11 +0,02236

91,06 + 4,278

45,54 + 2,066

10,98 + 0,5034

7,77 £ 0,67

8,068 £ 0,2062 7,928 + 0,2312

22,46 £0,9182 21,76 + 1,339

0,10+ 0 0,12 +0,04472

90,09 £ 3,618 91,26 + 3,112

45,63 £ 1,971 45,64 = 1,539

11+0,4284 10,96 = 0,3626

8,19 + 0,80 8,66 + 0,39

F12,12) = 2,859, pP= 0,0965

Foiy = 0,7588, p= 0,4896

H = 1,086; p > 0,999

H = 0,26; p = 0,8980

H = 0,26; p = 0,8980

H = 0,26; p = 0,8980

Fon = 2,341; p = 0,1386

*C: grupo controle; DIE: grupo exposto ao MP PE via P. reticulata; DIR: grupo exposto ao MP PE diretamente na dgua. Os dados numéricos representam a média + SEM.
**(s dados foram submetidos a one-way ANOVA ou em caso de dados nio-paramétricos ao Kruskal Wallis, a 5 9% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

A compreensio da magnitude dos efeitos danosos dos poluentes sobre os organismos,
perpassa, inevitavelmente, pelo desenvolvimento de estudos como o nosso (i.e., de identificacio
de efeito toxicoldgico). Inicialmente, confirmamos a hipotese de que os MPs PE podem ser
transferidos do nivel tréfico inferior (P. reticulata) para seu consumidor (1. rerio) na cadeia
alimentar experimental, inferido especialmente pela quantificacao desses poluentes realizada nas
branquias, figado e cérebro dos animais (Fig. 3). Se por um lado, esses dados corroboram estudos
prévios que demonstram a transferéncia desses poluentes entre diferentes niveis troficos (Farrell
& Nelson, 2013; Cedervall et al., 2012; Setila et al., 2014; Batel et al., 2016; Tosetto et al., 2017;
Bour et al.,, 2018; Crooks et al., 2019; Walkinshaw et al., 2020), de outro, avancam o
conhecimento existente ao demonstrar pioneiramente que essa transferéncia também ocorre
entre vertebrados do mesmo grupo taxonoémico que, porventura, habitam ambientes dulcicolas
contaminados com os MPs.

Interessantemente, evidenciamos que a quantidade de MPs PE absorvidos pelos D. rerio
tem relacao direta com a via de exposicio, sendo observada maior absorcao de MPs PE pelos
animais expostos diretamente a esses poluentes, quando comparados aqueles que se alimentaram
de presas (P. reticulata) previamente expostas aos MPs (Fig. 4). O nimero de MPs PE presentes
nas branquias, figado e cérebro desses animais fo1 2,1, 11,8 e 23,9 vezes menor (respectivamente)
do que o observado nos mesmos orgaos dos animais expostos diretamente ao poluente diluido
em agua (Fig. 4). Embora a literatura nido apresente investigacoes cujo delineamento aborda
compara¢oes dessa natureza, tais diferencas podem ser explicadas por fatores peculiares
realizados a via de absorcao. No primeiro caso, o continuo contato com os MPs em suspensao
na superficie e/ou na coluna d’agua, durante todo o periodo experimental, pode ter sido
preponderante para sua maior absorcao. Embora as branquias atuem também como o6rgios
filtradores, retendo particulas/poluentes que adentrariam os animais (Mallatt, 1985; Powell et al.,
1992), dependendo de seus tamanhos, tal funcio pode ser insuficiente para impedir a entrada
deles nos organismos. Nesse caso, assim como em outros trabalhos (Lu et al., 2016; Barboza et
al., 2019), sugerimos que os MPs identificados nesses 6rgaos sejam aqueles retidos pelo muco
presente nas superficies lamelares. Por outro lado, a ingestao das particulas presente na agua,
Juntamente com os alimentos oferecidos, possivelmente tenha potencializado a absorcao desses
poluentes, assim como ja evidenciado em distintos estudos prévios (Lu et al., 2016; Bellas et al.,
21016; Cannon et al., 2016; Guven et al., 2017; Horton et al., 2018; Critchell et al., 2018; Xia et
al., 2020).
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Em compensacio, nio observamos associacao entre a presenca dos MPs nos 6rgaos
avaliados com efeitos ansioliticos ou ansiogénicos, tampouco mudangas na atividade locomotora
dos D. rerio (hiper- ou hipoatividade) (Fig. 5). Esses ultimos resultados sio semelhantes aos
reportados por alguns estudos prévios, a exemplo daqueles desenvolvidos por Tosetto et al.
(2017) e Chen et al. (2017). No primeliro, ao exporem Bathygobius kreffiir via ingestio de presas
(Platorchestia smithi)) previamente contaminadas com microesferas de PE, os autores nio
evidenciaram alteracoes nos comportamentos de ousadia e exploracao dos animais, avaliados nos
testes de emergéncia e do campo aberto. Ja Chen et al. (2017), nao observaram alteracoes
locomotoras em larvas de D. rerio expostas a MPs () = 45 pm) e nanoplasticos (NPs) (3 = 50
nm) de poliestireno (PS). Conforme discutido previamente por distintos autores, alteracoes na
atividade locomotora de D. rerio pode fornecer um indice abrangente de alteracoes fisiologicas,
revelando informacoes relacionadas a funcio cerebral, funcio visual e desenvolvimento do
sistema nervoso (All et al., 2011, Steenbergen et al., 2011). Logo, nossos dados sugerem
mocuidade dos MPs em afetar tais funcoes fisioldgicas. Ja a auséncia de efeitos ansiogénico ou
ansiolitico sugere que os poluentes nio afetaram circuitos neurals que modulam o
comportamento preditivo de ansiedade dos animais. Isso permite excluirmos, por exemplo,
efeitos dos MPs em estruturas neurologicas envolvidas na expressio de respostas relacionadas a
ansiedade, tais como o nucleo leito da estria terminal (estrutura limbica) (Kim et al., 2013),
porcao ventral do hipocampo (Fanselow & Dong, 2010; Strange et al., 2014), em circuitos ntra-
e entre os subnucleos da amigdala (Etkin & Wager, 2013; Grupe & Nitschke, 2013) e na
funcionalidade do sistema septo-hipocampal (Gray & McNaughton, 2000; Sheehan et al., 2004
Guzman et al., 2013).

Entretanto, a resposta comportamental do cardume frente a estimulos niao-predatorio e
predatorio, for diferente daquelas observadas em nivel individual no teste do tanque novo. O
aumento do score de agregacao observado dos animais do grupo controle quando confrontados
com possivel predador aquatico (Fig. 6A) e a reducio do comportamento agregario apds o ataque
aéreo simulado (Fig. 6B), sugere um comportamento ansiogénico desencadeado pelas ameacas
predatorias representadas pelo G. brasiliensis ¢ pelo modelo de borracha (Fig. 2F),
respectivamente. L.ogo, 1sso val ao encontro de estudos prévios que confirmam que a predacio
pode moldar o comportamento coletivo dos peixes (Seghers, 1974; Huizinga et al., 2009;
Herbert-Read et al., 2017; Fion et al., 2018), o qual é dependente, dentre outros fatores, da
percepcao e reconhecimento de substincias quimicas de alarme pelo sistema olfatorio dos

mtegrantes do cardume (Pfeiffer, 1977; Gerlai, 2010), da comunicacio social antripredatéria
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entre os individuos do cardume (Herbert-Read et al., 2017) e da acuidade visual desses animais
(Hall & Suboski, 1995; Bass & Gerlai, 2008; Gerlai, 2010),

No entanto, esse comportamento nao foi observado nos animais expostos aos MPs, tanto
pela via dietética, quanto pela via direta. A coesiao dos cardumes dos animais desses grupos nao
for alterada na presenca ou auséncia dos estimulos fornecidos (nao-predatério e predatorio) (Fig.
6), 0 que sugere a inabilidade responsiva ao G. brasiliensis, em compara¢io com 0s animais Niao
expostos ao poluente. Além disso, o tipico comportamento de fuga explosiva do cardume
(inferido pela reducao do score de cluster), esperado apés o ataque aéreo nao foi evidenciado
nos idividuos que ingeriram presas contaminadas ou que foram expostos diretamente aos MPs
(Fig. 6). Se do ponto de vista experimental esses dados sugerem efeito neurotoxico dos MPs com
impacto direto no comportamento social dos D. rerio; do ponto de vista ecologico, nos permitem
inferir que ambientes contaminados por esses poluentes podem impactar as populacoes de
peixes, reduzindo a eficiéncia da vigilancia e protecao do grupo contra predadores, assim como
aumentando a probabilidade de deteccao individual (pelos predadores) (Davies et al., 2012).
Além disso, conforme destacado por Tu et al. (2010), a agregacio social em peixes também pode
ser vantajosa para a captura de alimentos e, quando ausente, pode culminar em efeitos danosos
aos individuos.

Apesar da mexisténcia de relatos semelhantes aos nosso (em peixes expostos aos MPs
PE), resultados semelhantes ja foram reportados em estudos envolvendo outros modelos
animais. Esse € o caso, por exemplo, dos trabalhos de Seuront (2018) e Aratjo & Malafaia (2020).
No primeiro, os autores mostraram que lixiviados de MPs de polipropileno alteraram
significativamente o comportamento defensivo do gastropode Littorina littorea a presenca de
sinais quimicos de Carcinus maenas, sem afetar a performance neuromuscular dos animais. Ja
no segundo, fo1 demonstrado que a exposicao de girinos de Physalacmus cuvierr a MPs PE
ocasionou alteracoes comportamentais preditivas de déficit de resposta defensiva quando
confrontados diretamente com juvenis de Cyprinus carpro (seus potenciais predadores) (Aratjo
& Malafaia, 2020).

Na ocasiao, nenhum mecanismo de acao especifico dos MPs foi avaliado nos referidos
estudos, assim como em nossa investigacao. No entanto, de acordo com Scott & Sloman (2004)
e Weis & Candelmo (2012), os vinculos mais comumente observados nos déficits de resposta
gregaria antipredatoria incluem a imbicio da colinesterase (ChkE), niveis alterados de
neurotransmissores cerebrais, privacio sensorial e niveis comprometidos de hormonios gonadal
ou tireoidiano. Nesse caso, € possivel que os MPs PE tenham induzido alteracoes semelhantes

nos 1. rerio avaliados em nosso estudo, as quais devem ser melhor mvestigadas futuramente. A
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presenca de MPs no cérebro dos D. rerio dos grupos “direta” e “dieta” (Fig. 3 e 4) fornece
perspectivas promissoras de mvestigacao sobre a acao neurotoxica desses poluentes. Por outro
lado, ¢ tentador especular que a possivel iterferéncia dos MPs na digestio e absorcio dos
alimentos e, consequentemente no metabolismo energético também, tenha afetado a resposta
defensiva dos animais. Além dos niveis sanguineos de glicose reduzidos nos . rerio expostos
aos MPs (Fig. 13) reforcarem essa hipotese, a estreita relacio entre o metabolismo energético e
a habilidade de responder a potenciais predadores ou pistas quimicas de alarme ¢ bem
documentada na literatura (Stoks et al., 2005; Steiner, 2007; Slos & Stoks, 2008; Bricero et al.,
2018; Paul et al., 2018; Koemel et al., 2019; Araijo & Malaftaia, 2020).

Nossos dados também revelam associaciao entre o acaimulo de MPs PE nos diferentes
orgaos avaliados e alteracoes mutagénicas e citotoxicas observadas nos eritrocitos circulantes (Fig.
9-12), semelhantemente aos relatos de Aragjo et al. (2020), ao também exporem girinos de P.
cuvieri a concentracao ambientalmente relevante de MPs PE. Enquanto o efeito mutagénico dos
MPs for mferido pela presenca de nucleos eritrocitirios com constricio nuclear, eritrocitos
binucleados, nicleos multilobados, com a presenca de brotos, em forma de rim, ntcleo
deslocado, presenca de microntcleos, vactiolo nuclear e nicleos entalhados (Fig. 9), os efeitos
citotoxicos foram associados as alteracoes de tamanho e forma dos MPs (Fig. 11-12). Logo, esses
dados ratificam a toxicidade dos MPs tanto nos animais alimentados com presas contaminadas,
quanto nos expostos diretamente ao poluente, o que também pode afetar a sobrevivéncia,
reproducao e a heranca genética dos animais através da inducao de mutacoes.

Em relacio a formac¢ao das anormalidades nucleares supracitadas, é possivel que elas
tenham origem em eventos aneuploidicos que levam a formacao de microntcleos, conforme ja
discutido por distintos autores, tais como Ghadially (1982), Tice & Ivett (1985), Shimizu et al.
(1998) e Shimizu et al. (2000), ou apos a quebra de pontes nucleoplasmaticas na citocinese,
conforme reportado em outros estudos (Lindberg et al., 2007; Anbumani & Mohankumar, 2011;
Pampalona et al., 2010; Utani et al., 2010). O aumento da frequéncia de eritrocitos com ntcleos
deslocados (nos grupos expostos ao MPs PE), em particular (Fig. 9H-I), pressupoe que os MPs
também podem agir sobre as estruturas que mantém o ndcleo em posicio central, tais como os
elementos do citoesqueleto ou similares. Apesar da literatura ser escassa em estudos que
relataram essa alteracao em animais expostos a contaminantes (Souza et al., 2018; Sampaio et al.,
2019; Arago et al., 2020); é plausivel supor que a deplecao ou alteracio de filamentos
mtermediarios nos eritrocitos poderia contribuir para o deslocamento nuclear.

Embora a etiologia dessa e das outras anormalidades nucleares eritrocitirias que

identificamos seja multifuncional, tem sido fortemente sustentado que as reacoes de estresse
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oxidativo (como fontes de radicais livres que danificam o material genético) constitul um
mecanismo comum, independentemente da origem do estressor (natural ou antropogénico)
(Strunjak-Perovic et al., 2009; Braham et al., 2017; Valskiené et al., 2019). Nesse caso, é possivel
que os MPs PE absorvidos pelos D. rerio tenham interferido nos mecanismos antioxidantes dos
eritrocitos [vide detalhes em Franco et al. (2019)], sendo estes incapazes de impedir ou reparar
os danos observados. Estudos anteriores relatam que os MPs sao capazes de induzir estresse
oxidativo, iterferindo da mtegridade do DNA, o que refor¢a nossa hipotese.

Dentre esses estudos, destacam-se os trabalhos de Avio et al (2015), Ribeiro et al. (2017)
e Berber (2019), os quais evidenciam que os MPs PS induzem efeito genotoxico em Mytilus
galloprovincialis, Scrobicularia plana e Neocaridina davidi, respectivamente, cuja analise
sistémica de seus resultados sugerem que o efeito mutagénico dos MPs PE sobre os eritrocitos
tenha sido indireto, 1.e., induzido pelo aumento da producio de espécies reativas de oxigénio. O
estudo de Jeong et al. (2016) também refor¢am essa suposicio ao reportar aumento dos niveis
intracelulares de ROS em Brachionus koreanus expostos a MPs PS por apenas 24 horas () =
0,05, 0,5 € 6 um), com efeito tamanho dependente.

Por outro lado, a reducio das medidas morfométricas observadas nos eritrocitos/nucleos
dos D. rerio expostos aos MPs (Fig. 11-12), reforca a hipotese de alteracoes no metabolismo
energético mnduzidas pelos MPs, bem como a interferéncia desses poluentes na eficiéncia do
transporte de oxigénio. No entanto, diferentemente de estudos prévios que associaram o
aumento do volume citoplasmdticos a mecanismos compensatorios para atendimento de maior
demanda de oxigénio pelo metabolismo antioxidante (Montalvao et al., 2019; Vieira et al., 2019;
Aragjo et al., 2019), supoe-se uma mabilidade antioxidante nos . rerio expostos ao MPs o que
pode explicar os efeitos mutagénicos e citotéxicos observados.

Por fim, considerando o pioneirismo do nosso estudo, é salutar reconhecer que nossas
limitacoes devem ser superadas em estudos futuros. Além dos mecanismos de acao dos MPs PE
nao terem sido investigados, pode-se questionar se resultados semelhantes seriam observados em
individuos de diferentes 1idades e sexo ou em outros distintos contextos troficos envolvendo
cadelas alimentares mais abrangentes envolvendo vertebrados de mesmo grupo taxondémico.
Além disso, nada sabemos sobre as consequéncias reprodutivas ¢ na dinamica populacional
advindas da exposicio aos MPs (tanto pela via dietética, quando pela captacio direta), cujo
conhecimento, indubitavelmente, contribuiria para a compreensiao da magnitude dos impactos

causados por esses poluentes nos ecossistemas dulcicolas.

39



5. CONCLUSAO

Em conclusao, nossos dados confirmam a hipotese de que os MPs podem ser
transferidos entre os niveis troficos que compuseram a cadela experimental estabelecida, bem
como causar efeitos preditivos de déficit de resposta defensiva antipredatéria em peixes, diante
do confronto direto de um ataque aéreo simulado. Embora as exposi¢coes ao MP PE nao tenham
afetado aspectos da emocionalidade dos D. rerio e suas atividades locomotoras, seu potencial
mutagénico e citotoxico for confirmado, o que amplia nosso conhecimento sobre como esses
micropoluentes podem afetar a saide dos organismos aquiticos que habitam ambientes fluviais
contaminados, demonstrando entio que essa classe de contaminantes representa um risco
ecotoxicoldgico tanto para os animais que entram em contato direto com o microplastico

disperso na agua, quanto para aqueles que se alimentam de presas expostas ao poluente.
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Figura 1S. Fotomicrograhas de diferentes partes dos ). rerio expostos pela via direta aos MPs
PE, indicando a presenca dos poluentes emitindo fluorescéncia. (A-B-B)) intestino; (C-D)

estomago; (E-F) branquias; (G-H) figado; (I-]-]1) vista lateral de um espécime.
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